Étude de la résistance des sous-types non-B du VIH-1 aux antirétroviraux au Mali by Haidara, Alpha
a 
 
 
Université de Montréal 
 
 
 
Étude de la résistance des sous-types non-B du VIH-1 aux antirétroviraux au Mali 
 
 
 
 
 
 
 
Par Alpha Haidara 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Département de microbiologie et immunologie 
Faculté de médecine 
 
 
 
 
 
 
 
 
Thèse présentée à la faculté des études supérieures en vue de l‟obtention du grade de Docteur ès 
science (PhD) en virologie et immunologie 
 
 
 
Avril, 2012 
 
 
 
 
©, Alpha Haidara, 2012 
 
 
 
b 
 
 
Université de Montréal 
 
 
Faculté des études supérieures 
 
 
 
 
 
 
Thèse intitulée: 
 
 
 
 
 
Étude de la résistance des sous-types non-B du VIH-1 aux antirétroviraux au Mali 
 
 
 
 
 
 
Présentée par:  
 
Alpha Haidara 
 
 
 
 
 
a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes: 
 
 
 
 
Président rapporteur: Dre Ancuta Petronela  
 
Directrice de recherche: Dre Cécile Tremblay 
 
Membre du jury: Dre Annie-Claude Labbé 
 
Examinateur externe: Dr Andrew J Mouland 
 
Représentant du doyen de la FES: Dre Mes-Masson Anne-Marie 
 
c 
 
 
i 
 
 
Résumé 
Nous avons effectué ce travail afin d‟évaluer l‟impact d‟une utilisation accrue des 
antirétroviraux (ARV) sur l‟émergence de la résistance dans le cadre d‟une cohorte de sujets 
infectés par le VIH-1, enrôlés au Mali pour recevoir la thérapie antirétrovirale.  
La première partie de ce travail a évalué la résistance primaire auprès de 101 sujets naïfs 
aux ARV. Cette étude a démontré que la majorité des sujets (71,3%) étaient infectés par le sous-
type  CRF02_AG. La prévalence de la résistance primaire était de 9,9%. Ce chiffre dépasse 
largement la moyenne de 5,5% observée dans les pays en développement et le seuil des 5% fixé 
par l‟OMS dans le cadre de la surveillance de la résistance. Les mutations associées aux 
analogues de la thymidine ou « Thymidine-associated Mutations » (TAMs): M41L, D67N, 
L210W, T215A/Y, K219E liées à la résistance aux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase 
inverse (INTI) ainsi que les mutations K103N, V108I, V179E et Y181C impliquées dans la 
résistance aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) étaient 
majoritairement observées. Ces mutations sont compatibles avec les régimes de traitement de 
première ligne utilisés au Mali, composés de stavudine/lamivudine/nevirapine. Nous n‟avons pas 
trouvé de mutations majeures aux inhibiteurs de protéase (IP), probablement du fait que cette 
classe d‟ARV est rarement utilisée au Mali. Cependant plusieurs polymorphismes au niveau du 
gène de la protéase, particulièrement L10I et L10V ont été observés à une fréquence très élevée 
(18,80%).  
Compte tenu de ces premiers résultats, une suite logique de ce travail était de savoir 
comment des souches de sous-type CRF02_AG évolueraient sous la pression de sélection des 
ARV. Nous avons abordé ces questions dans une étude de cohorte de 132 sujets infectés 
majoritairement avec le sous-type CRF02_AG débutant une thérapie de première ligne. Nos 
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résultats suggèrent que la présence de mutation de résistance primaire pourrait avoir un effet sur 
l‟efficacité du traitement. Par exemple, la présence d‟une seule mutation INNTI avant traitement 
comme K103N ou V179E était suffisante pour mener à l‟échec au traitement (charge virale 
supérieure à 400 copies/ml). Par ailleurs, nous avons effectué des expériences in vitro pour 
mieux évaluer l‟impact du  polymorphisme L10I/V chez le sous-type CRF02_AG. Il faut savoir 
que le rôle de ce polymorphisme reste incertain chez le sous-type CRF02_AG, car aucune étude 
in vitro n‟avait été réalisée auparavant.  
Nos résultats indiquent chez le sous-type sauvage CRF02_AGwt_10L une légère 
augmentation de la concentration inhibitrice 50% (IC50) pour le darunavir, le lopinavir et le 
nelfinavir comparativement au sous-type de référence B HXB2_10L avec respectivement un                          
« Fold Change » (FC) de 1,2, 1,3 et 1,5. Cette augmentation est plus importante pour le lopinavir 
avec un FC (1,3) très proche de son seuil biologique (1,6). Comparativement au type sauvage 
CRF02_AGwt_10L, nos deux mutants CRF02_AGL10I et CRF02_AGL10V ont démontré une 
légère augmentation d‟IC50 pour l‟indinavir (avec respectivement un FC de 1,3 et 1,2) et une 
diminution pour le lopinavir (avec respectivement un FC de 0,78 et 0,75). Toutes ces 
observations suggèrent que la mutation en position 10 pourrait avoir un impact chez le sous-type 
CRF02_AG. Toutefois, la signification clinique de ces observations doit être déterminée.  
En conclusion, nos résultats supportent d‟une part la nécessité de renforcer la surveillance 
de la résistance aux ARV et d‟autre part, il fournit des  informations nécessaires à l‟amélioration 
des stratégies thérapeutiques afin de prévenir les échecs aux traitements chez les sous-types non 
B, particulièrement le CRF02_AG. 
Mot-clés   
Sous types non-B du VIH-1, traitement antirétroviral, mutations de résistance, L10I/V dans la 
résistance aux IP in vitro chez CRF02_AG. 
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Summary 
We conducted this study to assess the impact of an increased use of antiretroviral (ARV) 
treatment on the emergence of resistance in a cohort of subjects infected with HIV-1 enrolled in 
Mali to receive antiretroviral therapy. 
The first part of this work evaluated the incidence of primary resistance with 101 ARV 
treatment naive subjects. We demonstrated that the majority of subjects (71.3%) were infected 
with subtype CRF02_AG. The prevalence of primary resistance was 9.9%. This rate exceeds the 
average of 5.5% observed in developing countries and the 5% threshold set by the WHO as part 
of the HIV drug resistance surveillance. The thymidine-associated mutations (TAMs) M41L, 
D67N, L210W, T215A/Y, K219E, which are associated with resistance to nucleoside reverse 
transcriptase inhibitors (NRTIs), and K103N, V108I, Y181C and V179E, which are involved in 
resistance to none nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs), were predominantly 
observed. These mutations are compatible with the first line regimens used in Mali, including 
stavudine, lamivudine, and nevirapine. We did not find major mutations associated with 
resistance to protease inhibitors (PI) probably because this class of drugs is rarely used in Mali. 
However, several polymorphisms in the protease gene such as L10I and L10V were observed at 
a very high frequency (18.80%). 
Given these initial results, a logical extension of this work was to evaluate how these 
strains evolve under the selective pressure of ARV treatment. We have addressed these issues in 
a cohort study of 132 subjects predominantly infected with the subtype CRF02_AG that started a 
first-line therapy. Our results suggest that the presence of primary resistance mutation could 
affect treatment efficacy. For example, the presence of a single NNRTI mutation K103N or 
V179E before treatment initiation was sufficient to lead to treatment failure (viral load > 400 
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copies/ml). Otherwise, the role of L10I/V polymorphism remains uncertain in the CRF02_AG 
subtype. Therefore, we performed in vitro experiments to assess the impact of this polymorphism 
in subtype CRF02_AG on resistance to PI.  
Our results indicate in wild type CRF02_AGwt_10L a slight increase of the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) for darunavir, lopinavir and nelfinavir compared with subtype B 
reference HXB2_10L with a Fold Change (FC) 1.2, 1.3 and 1.5, respectively. This increase was 
the greatest for lopinavir with a FC (1.3) very close to his biological threshold (1.6). Compared 
to wild type CRF02_AGwt_10L, the two mutants CRF02_AGL10I and CRF02_AGL10V 
showed a slight increase of IC50 for indinavir (FC of 1.3 and 1.2, respectively) and lower for 
lopinavir (FC of 0.78 and 0.75, respectively). All these findings suggest that the mutation at 
position 10 may have an impact on resistance to PI in subtype CRF02_AG. However, the clinical 
significance of these observations remains to be determined. 
In conclusion, our results support the need for strengthening HIV drug resistance 
surveillance and provide information toward the improvement of therapeutic strategies to prevent 
treatment failure in non-B subtype, particularly the subtype CRF02_AG. 
 
Key words 
HIV-1 subtypes non B, antiretroviral treatment, mutations, primary resistance, Drug Resistance, 
L10I/V impact in CRF02_AG 
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Les maladies virales sont connues depuis des millénaires. Les Babyloniens avaient la 
connaissance que la rage se transmettait par morsure du chien enragé. Dans la civilisation 
égyptienne, une stèle montre un sujet boitant avec une béquille (figure 1), probablement touché 
par la poliomyélite. Par ailleurs, l‟inconnu était l‟agent impliqué. La conception, en 1884, lors 
d‟une épidémie de fièvre typhoïde à Paris de la bougie de Chamberland (filtre Chamberland) par 
Charles Chamberland
1
 fut un tournant majeur dans la naissance de la virologie. Cette bougie 
permet de retenir les bactéries et laisse passer les virus dans le filtrat. Ainsi, la première 
expérience indiquant l'implication d'un agent ultra filtrable, plus petit que les bactéries, fut la 
transmission de la mosaïque du tabac par D. Ivanowsky en 1892
2
. En 1901, le premier virus 
humain, l'agent de la fièvre jaune, est identifié par W.Reed, J. Carroll et J. Lazear
3
. La 
conception en 1939 du microscope électronique, l‟invention en 1949 de la culture cellulaire, le 
séquençage en 1970 par Gilbert et Sanger et la polymérase en chaîne (PCR) en 1985 par Kary 
Mullis ont beaucoup contribué à l'isolement et la caractérisation de nouveaux virus chez 
l‟homme. Parmi lesquels, nous pouvons noter le fameux virus du syndrome d‟immunodéficience 
acquise (SIDA).  
 
Le virus de l‟immunodéficience humaine (VIH) a été découvert en 1983 par Pr Luc Montagnier 
et Françoise Barré-Sinoussi de l‟Institut Pasteur de Paris. Ces deux chercheurs furent 
récompensés par un prix Nobel en 2008. Depuis sa découverte, le VIH est vite devenu une 
pandémie et continue aujourd‟hui sa course mortelle, avec 25 millions de morts et 60 millions de 
personnes infectées
4. L‟Afrique subsaharienne paye le plus lourd tribut dans cette pandémie. 
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Le VIH est considéré comme un virus possédant une grande variabilité génétique. L‟accès aux 
multiples échantillons de VIH et la disponibilité de nouveaux outils moléculaires ont permis la 
classification du VIH en plusieurs groupes et sous-types.  
 
Depuis plus de 20 ans, des recherches intenses ont permis de mieux comprendre l‟organisation 
de ces virus et les stratégies qu‟ils utilisent pour se multiplier et persister dans l‟organisme. C‟est 
de cette meilleure compréhension que résultent les importants progrès réalisés ces dernières 
années en thérapie antirétrovirale (ARV), avec l‟apparition de nouvelles molécules contre les 
souches devenues résistantes. Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été développées contre le 
VIH. Aujourd‟hui, trois classes sont fréquemment utilisées en combinaison pour le traitement 
des patients: les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs non 
nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) et les inhibiteurs de la protéase (IP). Faute de 
vaccin à ce jour, le traitement constitue le seul espoir pour les personnes vivant avec le VIH. Par 
contre, celui-ci est menacé par le phénomène d‟émergence de virus résistants.  
 
1.1 Histoire du VIH 
Vers le début des années 1980, le « Center for Diseases Control  » ou CDC d‟Atlanta annonce la 
recrudescence d‟une pneumonie causée par Pneumocystis carinii et du sarcome de Kaposi chez 
des jeunes homosexuels masculins précédemment en bonne santé alors que ces deux maladies 
sont normalement observées chez les immunodéprimés. Les premières villes touchées par cette 
recrudescence étaient Los Angeles, San Francisco et New York. Sachant peu de choses sur cette 
maladie, l‟appellation de « Gay Related Immune Deficiency » (GRID), en français le « syndrome 
gay » apparait la première. Quelques mois après, d‟autres groupes, notamment les utilisateurs de 
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drogue injectable (UDI) et les transfusés sont touchés. Ceci soulève la possibilité d‟une maladie 
d‟origine infectieuse.  
 
 
 
 
Figure 1. Stèle égyptienne, sujet avec une béquille, probablement atteint de poliomyélite.                                                                                                                                  
http://l-imageetlemot.hautetfort.com/archive/2007/05/20/autant-en-emporte-le-vent.html 
 
 
Fin 1981, les modes de transmission sexuelle et sanguine
5 furent établis et l‟origine virale est 
privilégiée eu égard à l‟observation de la maladie cette fois chez les hémophiles transfusés6. En 
1982, les chercheurs se mobilisent contre la maladie qui avait franchi les frontières américaines 
et l‟appellation AIDS (SIDA en français) fut employée pour la première fois. Le 20 mai 1983, 
deux ans après la première description clinique du SIDA, son agent étiologique, un rétrovirus 
humain alors inconnu, était identifié à Paris dans le cadre d‟une collaboration entre équipes 
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hospitalières et chercheurs de l‟institut Pasteur. L‟article de Françoise Barré Sinoussi et Luc 
Montagnier de l‟Institut Pasteur, publié dans la revue « Science », décrit pour la première fois le 
virus responsable de la maladie qui fut nommé « Lymphadenopathy Associated Virus » (LAV)
 7
. 
Le 4 mai 1984, l‟équipe de Robert Gallo publie un article dans la même revue décrivant 
l‟isolement d‟un virus nommé HTLV-3 et aussi supposé responsable de la maladie du SIDA8. Le 
24 aout 1984, l‟équipe de Jay A. Levy de San Francisco publia également la découverte de 
plusieurs rétrovirus qu‟elle nomme « AIDS-associated retroviruses » ou ARV9. En janvier 1985, 
le séquençage complet du virus LAV est publié dans « Cell »
10
. La même année, il a été confirmé 
que les 3 appellations correspondaient au même virus. En 1986, un nouveau type de LAV fut 
isolé d‟un patient venant d‟Afrique de l‟Ouest par l‟équipe de Luc Montagnier et fut nommé 
LAV-2
11
 par opposition au premier virus LAV qui fut nommé LAV-1. Enfin, en 1986, le LAV 
fut officiellement nommé Virus de l‟immunodéficience humaine (VIH). Ainsi, le LAV-1 devient 
VIH-1 et le LAV-2 VIH-2.               
 
1.2 Épidémiologie 
 Depuis sa découverte, le VIH a fait 25 millions de morts et 60 millions de personnes infectées 
selon le rapport ONUSIDA 2009
4
. Dans le rapport ONUSIDA 2010
12, l‟épidémie semble 
atteindre son apogée en 1996 avec 3.5 millions de nouvelles personnes infectées contre 2,6 
millions/année en 2010. Selon le même rapport, les décès liés au SIDA semblent atteindre leur 
plus haut niveau en 2004 avec un chiffre de 2,2 millions contre 1,8 million/année en 2010. Ainsi, 
les nouvelles infections ont accusé une diminution de 19% entre 1999-2009 et jusqu'à 25% dans 
33 pays entre 2001-2009. Quant à la mortalité,  elle a subi une réduction de 19% entre 2004-
2009. Ces constats seraient le fruit de la combinaison des efforts de préventions, et de l‟effet 
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bénéfique du traitement antirétroviral largement disponible dans les régions les plus touchées par 
le VIH. Un autre facteur peut être la méthode d‟élaboration des statistiques de décès reliés au 
SIDA dans certains pays en développement.  
 
L‟utilisation des ARV a incontestablement réduit la mortalité des patients vivant avec le VIH. 
Par contre, le chemin est encore très long, car dans les pays en développement seulement 39%  
des 14,2 millions de personnes qui ont besoin d‟un traitement y ont accédé en 200913. Ce besoin 
de traitement est défini sur la base du nombre de CD4 (<350/mm
3
) et la présence des symptômes 
liés au SIDA. Ainsi, le traitement est fortement recommandé chez tout patient avec un nombre de 
CD4<350/mm
3
 et les patients symptomatiques ainsi que les femmes enceintes afin de prévenir la 
transmission mère-enfant. Par ailleurs, l‟instauration du traitement basée sur le nombre de 
CD4<350/mm
3
 pourrait évoluer rapidement, car plusieurs études montrent aujourd‟hui les 
bénéfices d‟un traitement avec un nombre de CD4 plus élevés (350-500/mm3)14 et même 
>500/mm
3. L‟étude multicentrique HPTN052 auprès de 1763 couples sérodiscordants 
hétérosexuels évaluant l‟efficacité de l‟instauration rapide du traitement chez les partenaires 
infectés (es) a montré que le risque de transmission du VIH au partenaire séronégatif est 
fortement diminué par le traitement. Dans cette étude, deux bras sont comparés, l‟un recevant 
immédiatement le traitement avec un nombre de CD4 entre 350-550 et l‟autre tardivement 
lorsque le nombre de CD4 chute en bas de 250mm
3
. Les résultats préliminaires montrent 27 cas 
de transmission du VIH chez le groupe recevant tardivement le traitement contre un seul cas 
chez le groupe traité immédiatement soit une réduction de la transmission de 96%
15
. Par ailleurs, 
l‟étude de Lewden et al a montré que dans la cohorte COHERE (80642 patients infectés par le 
VIH), la mortalité des patients qui maintiennent un nombre de CD4>500 pendant au moins trois 
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ans est comparable à celle de la population générale
16
. Une  autre étude appelée START qui est 
présentement en cours regardera dans le même sens afin d‟approfondir nos connaissances sur la 
question. Elle sera effectuée dans 30 pays avec 4000 participants
17. Ceci dit, l‟application de ces 
données à la réalité est incertaine. Des efforts ont été quand même constatés au niveau de 
l‟accessibilité aux ARVs, car 1,35 millions  de personnes de plus  ont reçu le traitement en 2011 
dans les pays en développement, faisant passée la couverture de 39% à 47%
13
. En dépit des 
efforts déployés, le nombre de personnes vivant avec le VIH dans le monde demeure encore 
élevé avec 33,3 millions en 2010 soit une prévalence globale de 0,8%. Les prévalences les plus 
élevées sont encore observées en Afrique subsaharienne notamment dans sa partie australe
12
. La 
majorité des personnes infectées sont des femmes (15,9 millions) et les enfants de moins de 15 
ans (2,5 millions)
 12
. Par ailleurs, les programmes de prévention et de traitement semblent porter 
un coup dur sur l‟incidence. Parmi les 33 pays qui ont montré une diminution considérable de 
l‟incidence de plus de 25%, 22 sont en Afrique subsaharienne12. Cependant, d‟autres pays 
comme l‟Arménie, le Bangladesh, la Géorgie, le Pakistan, le Kyrgyzstan, les Philippines et le 
Tadjikistan montrent une incidence en augmentation
12. Toutefois, l‟Afrique subsaharienne 
demeure la région la plus touchée et compte pour elle seule 22,5/33,3 millions de personnes 
vivant avec le VIH, 1,8/2,6 million de nouvelles infections et 1,3/1,8 million de personnes 
décédées en 2009. Sur les 2,5 millions d‟enfants infectés par le VIH dans le monde, 2,3 millions 
se trouvent en Afrique subsaharienne. Ces chiffres montrent combien l‟épidémie est un réel fléau 
dans cette partie du monde.  
 
Malgré les progrès constatés en Afrique subsaharienne, les conséquences du SIDA restent 
inestimables. Cette maladie porte un coup fatal à l‟espérance de vie déjà minée par la pauvreté et 
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d‟autres problèmes de santé comme la tuberculose et le paludisme. Les jeunes adultes moteurs 
du développement sont les plus à risque et les plus touchés par l‟infection VIH. En plus, le SIDA 
laisse des milliers d‟orphelins qui ont eux aussi un risque très élevé de mourir de la maladie à 
cause de la pauvreté et d‟un manque d‟éducation. Le commerce du sexe, aggravé par la pauvreté, 
est un facteur favorisant l‟installation durable de ce fléau. Les guerres dans plusieurs régions 
d‟Afrique et les instabilités politiques auront sans doute un impact négatif sur les efforts de lutte 
contre le SIDA en entravant de plus en plus le développement et la lutte contre la pauvreté 
prônés par les objectifs du millenium de l‟ONU.  
 
1.3 Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 
Le VIH est un virus à acide ribonucléique (ARN) enveloppé, monocaténaire et « diploïde » 
appartenant à la famille des retroviridae. Cette famille tire son nom de la présence d‟une enzyme 
appelée reverse transcriptase (RT) ou transcriptase inverse (TI) en français. Grâce à cette 
enzyme, ces virus seront capables de transcrire leur ARN en acide désoxyribonucléique (ADN) 
qui s‟intègre dans l‟ADN de la cellule hôte sous le nom de provirus. Ce cycle de réplication est 
commun à l‟ensemble de la famille des Retroviridae. Ces virus sont composés de 3 grandes sous-
familles, dont celles des oncovirus, des lentivirus et des spumavirus. Les espèces importantes 
impliquées dans les pathologies chez l‟homme sont les HTLV-1 et 2 (Human T cell Leukemia 
Virus) de la sous-famille des oncovirus et le VIH-1 et 2 de celle des lentivirus. Les retroviridae 
sont les seuls virus à ARN capables de s‟intégrer dans l‟ADN de la cellule hôte infectée, du fait 
de leur capacité à changer leur ARN en ADN. Ces virus peuvent être souvent des oncogènes à 
l‟image des oncovirus, capables de transformer les cellules infectées comme la leucémie à 
lymphocyte T qu‟induit le HTLV-1. Les lentivirus sont responsables de pathologies à évolution 
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lente d‟où leur non de lentivirus (Lentus = lent en latin). Ces lentivirus sont cytopathogènes 
contrairement aux HTLV. Ils entrainent une destruction des cellules qu‟ils infectent comme c‟est 
le cas du VIH qui s‟attaque entre autres aux lymphocytes CD4.  
 
Une des particularités du VIH est sa dynamique de réplication virale, caractérisée par un nombre 
d‟environ 1010 nouveaux virus produits chaque jour par une personne infectée18. Il est aussi 
caractérisé par une grande variabilité liée à l‟absence de mécanisme de correction des erreurs de 
transcription au niveau de la TI
19
. Cette variabilité confère au virus un grand pouvoir 
d‟adaptation par rapport à son environnement, c‟est à dire à son hôte. Ce pouvoir d‟adaptation va 
lui permettre d‟échapper en particulier aux réponses immunes ou aux thérapeutiques 
antirétrovirales par sélection des mutants, capables de résister et de se reproduire. Ceci entraine 
une grande variabilité des virus produits.    
 
Depuis presque 20 ans, des recherches intenses ont permis de mieux comprendre l‟organisation 
de ces virus et les stratégies qu‟ils utilisent pour se répliquer et persister dans l‟organisme. 
 
1.3.1 Organisation du VIH  
On distingue deux types de virus VIH: VIH-1 et VIH-2 avec 42% d‟homologie au niveau du 
génome. Leur structure est similaire, les seuls changements sont les poids moléculaires des 
protéines et les enzymes constitutives. De plus, à la place du Vpu pour le VIH-1 c‟est le Vpx au 
niveau du VIH-2. Une remarque importante est que la TI du VIH-2 a une configuration similaire 
à celui du VIH-1, mais il existe des différences structurelles au niveau de la poche de liaison des 
10 
 
 
inhibiteurs non nucléosidiques (INNTI) de la TI
20
. Ce qui fait que les INNTI ne sont pas actifs 
sur le VIH2. 
 
En ce qui concerne le VIH-1, il se résume à un ensemble de 15 protéines et de 2 ARNs 
identiques d‟environ 10-Kb21. Virus sphérique d‟un diamètre moyen de 145 nanomètres, le VIH-
1 a une structure comportant de l‟extérieur à l‟intérieur: une enveloppe virale constituée d'une 
bicouche lipidique qui dérive de la cellule infectée et de deux glycoprotéines, gp120 et gp 41. La 
molécule gp 41 traverse la bicouche lipidique tandis que la molécule gp120 occupe une position 
plus périphérique. Ainsi, gp120 joue le rôle de récepteur viral qui interagit avec la molécule 
membranaire CD4 présente à la surface des cellules hôtes. L'enveloppe virale dérive de la cellule 
hôte, il en résulte qu'elle contient quelques protéines membranaires de cette dernière, y compris 
des molécules du complexe majeur d‟histocompatibilité (CMH). Cette enveloppe recouvre une 
première couche appelée matrice, composée de protéine de matrice (P17 MA). La matrice, à son 
tour, recouvre une couche plus profonde nommée capside, composée de protéines de capside 
(P24 CA). Le génome, situé plus en profondeur dans la capside, est associé aux protéines de 
nucléocapside (NCp6/7) ainsi qu‟aux enzymes comme l‟intégrase (p32) et la  transcriptase 
inverse (p64). La protéase quant à elle se situe entre la matrice et la capside (figure 2A). Ce 
génome est composé de deux copies d‟ARN simple brin fait de 9181 nucléotides avec 2 régions 
répétées appelées « long terminal repeats » (LTR) au niveau des extrémités. LTR est composé de 
3 domaines U3, R et U5. Au total, le génome contient 9 cadres de lecture (figure 2B)
 22
. Trois 
codent pour les protéines structurelles Gag, Pol et Env, qui subissent une protéolyse en donnant 
des protéines individuelles ; les six autres codent pour des protéines régulatrices. Avec ses 10 
Kilos bases (kb), l‟ARN viral est le composant majeur de la particule infectieuse. La partie 
11 
 
 
localisée en 5‟ comporte les domaines R et U5 qui sont nécessaires à l‟activation et au contrôle 
de la transcription, alors que celle en 3‟ possède les signaux terminateurs de transcription dont le 
signal de polyadénylation.  
 
La protéine Gag, codée par le gène gag, est le précurseur des protéines structurales internes du 
virus. Ce précurseur provient d‟un grand ARN messager (ARNm) non épissé. Il est clivé par la 
protéase virale donnant naissance aux protéines de matrice MA p17, de capside CA p24, de 
nucléocapside NCp15, NCp7 et la protéine p6. La protéine MA p17 forme des trimères pour 
permettant la fixation des glycoprotéines d‟enveloppe TMgp41 et SUgp120. La protéine CAp24 
s‟associe en multimètres pour former la capside. Les nucléoprotéines NCp15 et NCp7 se lient 
aux ARN du génome viral pour former une structure nucléoprotéique de type pseudo 
chromatine
23
. Quant à la protéine P6, elle intervient dans le bourgeonnement viral
24
. 
 
Le précurseur prGag-Pol est codé par le gène pol. Il provient lui aussi du même grand ARN 
messager (ARNm) non épissé comme prGag. Ce précurseur assure la formation des trois 
protéines enzymatiques du virus: la protéase (PR), la transcriptase inverse (TI) et l‟intégrase 
(IN). La protéase est une protéine capable de s‟auto cliver en « trans ». Elle est responsable de la 
maturation protéolytique des précurseurs prGag et prGag-Pol. La transcriptase inverse assure le 
passage de l‟ARN viral en ADN grâce à son activité rétrotranscriptase. Cette protéine possède 
également une activité additionnelle ribonucléase H (RNase H) qui permet de digérer les brins 
d‟ARN déjà transcrits. L‟intégrase permet l‟insertion du génome viral dans l‟ADN cellulaire en 
raison de son activité de recombinaison. En effet, cette enzyme coupe les ADN cellulaire et viral 
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pour en faire des bouts complémentaires. Ensuite, elle insère l‟ADN viral dans celui de la cellule 
hôte et finit par une ligature.  
 
Le gène env code pour la protéine gp160. Cette protéine provient d‟un petit ARNm peu épissé. 
Elle est clivée par les protéases cellulaires en deux protéines différentes : la protéine de surface 
(SU gp120) et la protéine transmembranaire (TM gp41). Ces deux protéines jouent un rôle 
primordial dans l‟entrée du virus. Quant aux protéines de régulation, elles proviennent d‟un 
ensemble de gènes après traduction d‟un petit ARNm épissé (figure 2C) 22. Ces protéines de 
régulation sont particulièrement importantes dans l'accomplissement de plusieurs processus de 
réplication comme la transcription, l‟import nucléaire de l‟ADN proviral et l‟export nucléaire des 
ARNm viraux. Elles sont également impliquées dans le processus d‟échappement du système 
immunitaire.                                                                                                                                      
 
Les protéines de régulation proviennent des 6 gènes de régulations:  
 Le gène vif code la protéine Vif (facteur d'infectivité virale) qui permet une meilleure 
maturation des virions et un nombre réduit de particules virales défectueuses.                           
 Le gène vpr code la protéine Vpr (protéine virale r) qui facilite le transfert du complexe 
de pré-intégration du cytoplasme vers le noyau de la cellule hôte. D‟autres fonctions ont été 
également attribuées à cette protéine, parmi lesquelles deux sont plus largement acceptés : le 
déclenchement de l‟arrêt au stade G2 du cycle cellulaire des cellules en division et l‟amélioration 
de l‟infection des macrophages en phase terminale de différentiation. 
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 Le gène rev code la protéine Rev (régulation de l'expression des protéines virales) qui est 
une phosphoprotéine de 19 kDa qui inhibe l'épissage des ARNm viraux et permet leur transport 
vers le cytoplasme pour la traduction. Ceci favorise l‟expression des ARNm peu ou pas épissés 
et l‟expression des protéines de structure et des protéines enzymatiques. La protéine Rev peut 
faire des navettes entre le noyau et le cytoplasme. À noter qu‟elle est codée par 2 séquences 
éloignées l'une de l'autre (rev1 et rev2). 
 Le gène tat code la protéine Tat (transactivateur de la transcription). Son rôle est 
l‟activation de la transcription virale en augmentant l‟efficacité de l‟initiation de la transcription 
à partir du promoteur LTR. 
 Le gène vpu donne la protéine Vpu (protéine virale u) présente seulement chez le VIH-1 
(pour VIH-2, elle est remplacée par Vpx). Elle facilite la libération des particules virales lors du 
bourgeonnement et permet aussi la dégradation du CD4 et le transfert de gp160 vers la 
membrane. 
 Le gène nef code la protéine Nef (facteur de régulation négatif) qui joue un rôle 
fondamental dans la propagation du virus et l'évolution de l'infection vers le SIDA. Au niveau 
des cellules infectées, elle diminue l'expression du récepteur CD4
25
 et des molécules du CMH de 
classe I
26, 27
.  
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Figure 2. A) Structure du VIH. SU (glycoprotéine de surface gp120), TM (glycoprotéine 
transmembranaire gp41), MA (matrice), CA (capside), RT (transcriptase inverse ou TI), PR 
(protéase), IN (intégrase). http://www.astrosurf.com/luxorion/bio-role-virus-evolution.htm , B) 
Structure du génome viral.  C) Structure du génome viral et gènes de régulation. Figures B et C 
sont adaptées de: Bour et Strebel. Microbes and Infection 2003
22
. Avec la permission d‟Elsevier 
Publisher. 
 
 
1.3.2 Cycle de réplication  
La réplication du VIH peut-être décomposée en plusieurs étapes successives depuis l‟entrée du 
virus dans la cellule hôte, jusqu‟à la libération de nouvelles particules virales à l‟extérieur de la 
cellule (figure 3) 
28
. Le VIH infecte les cellules qui expriment le récepteur CD4 c‟est-à-dire les 
lymphocytes T CD4+, les cellules de la lignée monocyte/macrophage et les cellules microgliales 
du cerveau, mais l‟expression seule de CD4 ne suffit pas, car certains isolats de virus infectent 
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préférentiellement les lymphocytes T CD4+ ou les monocytes/macrophages primaires. Un 
second récepteur ou corécepteur est nécessaire. Il s‟agit préférentiellement de CCR5 (récepteur 
des chimiokines C-C) ou CXCR4 (récepteur aux chimiokines CXC). Les virus qui utilisent 
CCR5 ou CXCR4 sont appelés virus R5 ou X4 respectivement et ceux qui utilisent les deux sont 
définis sous le nom de virus R5X4. 
 
 
 
 
Figure 3. Représentation du cycle de réplication du VIH. Les cibles du traitement sont aussi 
représentées. Tiré de Youcef et Erik. J Med Chem 2010
28
. Avec la permission d‟American 
Chemical Society Publisher. 
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1.3.2.1 L’entrée du Virus dans les cellules  
Les mécanismes mis en place par le VIH pour entrer dans les cellules cibles font intervenir des 
processus complexes qui peuvent être divisés en trois grandes étapes. Une première étape 
consiste en un établissement de contact entre la glycoprotéine gp120 virale et le récepteur CD4. 
La deuxième étape implique des corécepteurs CXCR4 ou CCR5 cellulaires qui se fixent à la 
gp120 après changement de conformation de celui-ci. La troisième étape est un rapprochement 
maximum des deux membranes cellulaire et virale assuré par la glycoprotéine gp41 viral. Ensuite 
survient la fusion de ces deux membranes.   
 
1.3.2.1.1 Liaison gp120 avec le récepteur CD4 
Le premier événement nécessaire au mécanisme d‟entrée du VIH dans les cellules cibles est 
l‟établissement d‟un contact entre le gp120 viral et le récepteur CD4.  Ce dernier fut identifié 
comme un récepteur essentiel dans l‟infection des rétrovirus29 et particulièrement du VIH en 
1984
30
. Le CD4 est une glycoprotéine de la famille des immunoglobulines (Ig). Exprimé sur les 
lymphocytes T (LT), il joue un rôle majeur dans l‟immunité à médiation cellulaire. Le CD4 est 
un corécepteur qui stabilise la liaison du complexe antigène-CMHII avec le TCR ou « T cell 
Receptor ». Il aide aussi ce dernier à amplifier les signaux d‟activation des lymphocytes T. Le 
complexe majeur d‟histocompatibilité II (CMHII) est un récepteur situé à la surface des cellules 
présentatrices d‟antigènes (CPA), qui s‟associe aux antigènes pour les présenter aux cellules 
effectrices comme les lymphocytes T. Le TCR est le récepteur des lymphocytes T qui reconnait 
le complexe CMHII-Antigène. Cette première interaction induit un signal qui est amplifié par le 
CD4. En effet, suite a l‟interaction du TCR avec le CMHII, le CD4 lui aussi reconnait ce dernier 
et se fixe sur son segment bêta 2. Cette liaison du CD4 permet de recruter des enzymes 
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d‟activation telle que la tyrosine kinase (Ick) nécessaire à la voie d‟activation des lymphocytes 
TCD4 et amplifie ainsi le signal initié par le TCR. Le CD4 est constitué de trois régions 
distinctes: une région extracellulaire avec quatre domaines (D1 à D4), une région 
transmembranaire et une queue cytoplasmique. La région D1 est constituée elle aussi en trois 
sous-régions (CDR1, CDR2 et CDR3). La sous-région CDR2 est principalement impliquée dans 
la liaison de CD4 avec gp120. La phénylalanine en position 43 (Phe43), l‟arginine 59 (Arg59) 
(figure 4D) et les résidus de charges positives de cette sous-région sont essentiels dans la liaison 
de CD4 avec gp120
31, 32
.   
 
La glycoprotéine gp120 est la partie du virus la plus exposée. Elle est associée sous forme de 
trimère dont chaque monomère est attaché à une molécule de gp41 de façon non covalente 
(figure 4A)
 32
. La Gp120 est constituée de cinq régions constantes (C1-C5) séparées par cinq 
régions variables (V1-V5). L‟analyse cristallographique de gp120 montre une structure unique 
constituée d‟un domaine interne « inner » et d‟un domaine externe « outer » dont leur jonction 
est assurée par quatre brins bêta antiparallèles appelés « bridging sheet » (figure 4B)
 31
 qui 
contient les régions constantes C3 et C4.  
 
La gp120 interagit avec CD4 via les résidus exposés dans trois régions distinctes de sa surface. 
Ces régions comprennent les hélices alpha et la boucle V1/V2 du domaine interne, la boucle de 
liaison de CD4 « CD4 binding loop » au niveau du domaine externe et une grande partie du 
bridging sheet
31, 32
. Les résidus importants sont la glutamine 370 Glu370), l‟isoleucine 371 
(Ile371), le tryptophane 427 (Trp427), la glycine 473 (Gly473) et la valine 430 (Val430) (figure 
4C). Les quatre premiers interagissent avec la phénylalanine 43 (Phe43) alors que la Val430 se 
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lie avec l‟Arg59 de CD4 (figure 4E). Très récemment, il a été montré que la position D279 de 
gp120 établit une interaction avec la lysine en position 31 (K31) au niveau de CD4 et renforce 
l‟interaction gp120-CD433. Ainsi, l‟interaction gp120-CD4 permet d‟établir un premier contact 
avec la cellule. Par contre, ce contact n‟est pas suffisant pour l‟entrée, mais assure un 
changement de conformation au niveau de gp120 et permet la fixation de ce dernier aux 
corécepteurs
34
.  
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Figure 4. Interaction gp120-CD4. A) Mono et trimère gp120. Tiré de Kwong PD et al. Nature 
1998
32
. Avec la permission de Nature Publishing Group. B) Monomère gp120 avec les domaines 
interne « inner domain », domaine externe « extern domain » et le feuillet de liaison ou bridging 
sheet. Tiré de Kwong PD et al. Nature 2002
31
. Avec la permission de Nature Publishing Group. 
C) Structure de gp120 avec les acides aminés importants en rouge (Glu370, ILe371,  Tryp427, et 
Val430.) D) Structure de CD4 avec les acides aminés importants en jaune (Phe43, Arg59). E) 
Interaction CD4-gp120 dans laquelle Glu370, Ile371, Tryp427 interagissent avec Phe43 et 
Val430 avec Arg59.http://webetab.ac-bordeaux.fr/Etablissement/LJay/pedagogie/ disciplines/ 
svt/immuno/RHunt/gp120-cd4.fr.htm 
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1.3.2.1.2 Fixation de gp120 aux corécepteurs 
La fixation aux corécepteurs constitue la deuxième étape qui précède la fusion. Malgré son rôle 
central dans la fusion, le récepteur CD4 n‟est pas suffisant pour entrainer la fusion des deux 
membranes34. Les récepteurs CXCR4 et CCR5 ont été identifiés comme corécepteurs du VIH 
jouant un rôle important dans l‟entrée du virus35, 36. Préalablement nommé fusine, CXCR4 a été 
le premier identifié comme corécepteur du VIH. Une étude réalisée par Feng et al en 1996 a 
montré que le transfert de cDNA de CXCR4 et CD4 dans les cellules non permissives permet la 
fusion du VIH-1 avec ces cellules et leur infection
37
. Dans la même étude, le rôle de CXCR4 a 
été confirmé avec l‟utilisation d‟un anticorps anti-CXCR4 qui a permis de bloquer la fusion du 
VIH-1 avec des cellules CD4+ humains, empêchant ainsi leur infection. Pour CCR5, d‟abord en 
1995, Cocchi et al ont observé que les ligands «Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha et 
beta» (MIP-1α et MIP-1β) et «Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and 
Secreted»  (RANTES) de CCR5 entrainaient une inhibition de l‟infection des macrophages par le 
VIH-1
38.
 Ensuite, cette observation permettra à plusieurs équipes de chercheurs de découvrir que 
CCR5 est le corécepteur principal du VIH
39-41
.  
 
CXCR4 et CCR5 sont des corécepteurs appartenant à la famille des récepteurs aux chimiokines. 
Ces deux récepteurs sont classés dans l‟un ou l‟autre des deux groupes de chimiokines, les CC 
avec la présence de deux cystéines dans la structure et les CXC ou les deux cystéines sont 
séparées par un acide aminé quelconque. Ce sont des récepteurs caractérisés par la présence de 
sept domaines transmembranaires et couplés aux protéines G. Leur structure présente trois 
boucles extracellulaires (EL1-EL3) avec une partie N-terminale et trois autres boucles 
intracellulaires (ICL1-ICL3) avec une partie C-terminale (figure 5) 
42
. Ces deux corécepteurs, 
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CXCR4, dont les ligands naturels sont CXCSDF-1, CXCL12 et CCR5, jouent un rôle important 
dans l‟immunité.  
 
       
 
 
Figure 5. Structure de CCR5 avec les domaines transmembranaire (TM1-7). EL1-3 (boucle extra 
cytoplasmique. ICL1-3 (boucle intra cytoplasmique). Tiré de Dong HF et al. Genes Immun 
2005
42
. Avec la permission de Nature Publishing Group. 
 
 
L‟interaction gp120-CD4 entraine des changements structuraux au niveau de gp120, dont le 
repliement du feuillet de liaison ou (bridging sheet) et font découvrir ainsi les sites de liaisons 
des corécepteurs
43, 44. Le feuillet β20–β21, qui devient une partie du bridging sheet31 après 
modification structurale, et les boucles V1/V2/V3 participent à la liaison de gp120 aux 
corécepteurs
31, 44. Par ailleurs, le modèle actuel d‟interaction de gp120 avec les corécepteurs 
suggère que la boucle V3 de gp120 interagit principalement avec la région de la deuxième 
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boucle extracellulaire ECL2 du corécepteur, tandis que les feuillets du bridging sheet de gp120 
interagissent avec la partie N-terminal du corécepteur
45, 46
. Toutefois, plusieurs études montrent 
que la boucle V3 serait le principal déterminant du tropisme et conditionne le choix du 
corécepteur
47, 48
. Par contre, les mécanismes réels impliqués restent à déterminer. 
 
La liaison du complexe CD4-gp120 avec le corécepteur induit un changement de conformation 
supplémentaire dans gp120, ce qui conduit à un réarrangement structurel dans gp41 et permet 
l‟insertion de ce dernier dans la membrane cellulaire, grâce à son peptide de fusion, aboutissant 
au rapprochement et la fusion des deux membranes.  
  
1.3.2.1.3 Fusion membranaire et entrée du virus 
La dernière étape qui précède l‟entrée du VIH dans les cellules est la fusion membranaire VIH-
cellule assurée par la glycoprotéine gp41. La gp41 est la partie transmembranaire de l‟enveloppe 
du virus. Composée de 340 à 350 acides aminés, elle comporte trois régions distinctes: une 
première région avec un domaine externe ou ectodomaine, une région transmembranaire et une 
région cytoplasmique avec la partie C-terminale. L‟ectodomaine comporte la partie N-terminale 
hydrophobe bien conservé avec 15 à 20 acides aminés constituant le peptide de fusion. Le 
peptide de fusion est suivi par deux structures hélicoïdales, l‟un proximal appelé HR1 et l‟autre 
distal appelé HR2. Ces deux structures jouent un rôle important dans la fusion après insertion du 
peptide de fusion. En effet, la gp41 fonctionne sous forme de trimère:  C‟est la fixation de gp120 
aux corécepteurs et son changement de conformation qui initient cette trimerisation. La partie 
HR1 est fortement impliquée dans ce processus
49
. Ainsi, après la liaison des corécepteurs, 
chaque protomère du trimère formé expose son peptide de fusion. Cette première structure de 
gp41 est appelée structure « pre hairpin ». Elle permet au peptide de fusion de se déployer et de 
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s‟insérer dans la membrane cellulaire. L‟insertion du peptide de fusion entraine un autre 
changement de conformation et fait appel aux structures hélicoïdales HR1 et HR2. Ces deux 
structures interagissent en formant une deuxième structure appelée structure en épingle ou « 
structure hairpin ». La formation de cette structure plus stable permet un rapprochement des deux 
membranes virales et cellulaire
50
, ce qui entraine in fine la fusion membranaire et la translocation 
du virus encapsulé dans le cytoplasme cellulaire. L‟entrée du virus dans la cellule est résumée 
par la figure 6. 
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Figure 6. Entrée du VIH. 1) Eléments impliqués dans la fusion. 2) Fixation gp120-CD4. 3) 
Changement de conformation de gp120. 4) Fixation gp120-corécepteur. 5) 2ème changement de 
conformation de gp120 et libération de gp41. 6) Exposition de gp41. 7) Insertion du peptide de 
fusion de gp41 dans la membrane cellulaire. 8) Repliement des deux domaines HR1 et HR2 de 
gp41. 9) Rapprochement et fusion des deux membranes. Schéma adapté du site 
http://www.youtube.com/watch?v=f57KvMfCN14&feature=related 
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1.3.2.2 Transcription inverse, décapsidation et intégration 
Une fois dans le cytoplasme, la transcription inverse de l‟ARN viral s‟amorce dans la capside 
contrairement au modèle couramment exposé du cycle du VIH qui stipule que le virus perd 
immédiatement sa capside (décapsidation) après son entrée dans le cytoplasme.  En effet, il est 
estimé que chaque virion contient seulement 80 à 120 copies de TI
51
. Dans ce cas, une 
décapsidation après la fusion entrainerait une forte dilution de l‟enzyme dans le cytoplasme 
cellulaire, rendant ainsi la rétrotranscription impossible
52
. Le maintien de la capside dans le 
nouveau modèle permet d‟avoir une haute concentration de la TI, mais assure aussi un espace 
restreint au processus de la rétrotranscription ou la probabilité de rencontre des différents 
éléments impliqués devient plus grande. D‟ailleurs, plusieurs études ont montré clairement que le 
virus garde sa capside jusqu'à l‟import nucléaire du complexe de pré intégration53, 54 où il perd sa 
capside devant les pores du noyau, du fait de sa taille (100-120 nm de long et 50-60nm de large) 
qui excède celle du pore nucléaire (25-30 nm de large) 
52
.   
 
La transcription inverse fait intervenir les deux activités enzymatiques (polymérase et RNase H) 
de la TI. Elle est initiée à l‟extrémité 3‟ à l‟aide d‟une amorce cellulaire lysyl-tRNA (Lys3) qui 
reconnait et s‟hybride à un site appelé « Primer Binding Site » ou PBS. Ensuite, l‟activité ADN 
polymérase ARN-dépendant de la TI permet l‟élongation de cette amorce jusqu'à l‟extrémité 5‟ 
couvrant la zone U5 et R. Cette élongation est suivie d‟une hydrolyse par la RNase-H de la partie 
du génome transcrit en ADN. L‟ensemble du processus est résumé dans la figure 755.   
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Figure 7. Schéma représentatif des étapes de la transcription inverse. Tiré de Basu et al. Virus 
Res 2008
55. Avec l‟autorisation d‟Elsevier Publisher. 
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Suite cette étape, se forme le complexe de préintégration appelé PIC,  composé de l‟ADN double 
brin viral et d‟un certain nombre de protéines virales dont MA, RT, IN et Vpr56. Le PIC contenu 
dans la capside se  déplace vers le noyau, avec l‟aide des microtubules et microfilaments d‟actine 
de la cellule
57, 58.
 Une fois au niveau de la membrane nucléaire, la capside se détache du filament 
d‟actine pour s‟amarrer aux pores nucléaires. En ce moment, le virus perde sa capside 
(décapsidation), car sa taille de 100 à 120 nm excède celle des pores estimée à 25-30 nm36. Le 
PIC gagne ainsi le noyau avec l‟aide des séquences de localisations nucléaires situées sur les 
protéines MA, IN et par Vpr
59 pour subir le processus d‟intégration, catalysé par l‟intégrase (IN) 
grâce à son activité de recombinaison (couper-coller). Ce processus se passe en deux étapes: le 3’ 
processing et le transfert de brin. Au cours du 3‟ processing, l‟IN se fixe sur une séquence courte 
se trouvant aux deux extrémités des LTR et fait une coupure de deux nucléotides à chaque 
extrémité 3‟OH de l‟ADN viral. Ensuite, le PIC est prêt pour une intégration dans le génome de 
la cellule, encore appelé étape de transfert de brin. L‟IN va insérer en même temps les deux 
extrémités 3‟OH issu du 3‟-prossessing de l‟ADN viral dans le génome cellulaire, ce qui conduit 
à la formation du provirus, qui adopte une structure chromatinienne. Le processus d‟intégration 
est résumé dans la figure 8
60
. 
 
 
1.3.2.3 Traduction et assemblage 
Cette étape particulièrement régulée permet la synthèse des ARN messagers viraux. La 
transcription commence à partir de l‟extrémité 5‟ du LTR qui servira de promoteur pour initier 
ce processus assuré par l‟ARN polymérase ADN-dépendant cellulaire ou polymérase II. 
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Figure 8. Processus d‟intégration. A, B) Fixation de l‟intégrase au niveau des LTR et 3‟-
processing avec coupure de deux nucléotides formant des 3‟OH libre. C,D) Insertion de l‟ADN 
virale dans le génome cellulaire. E) Réparation des brèches
60
. Tiré de Pommier Y et al. Nat Rev 
Drug Discov 2005. Avec l‟autorisation de Nature Publishing Group.   
 
 
La transcription se fait d‟abord lentement et fourni des ARNm multiépissés qui sont générés à 
partir du transcrit primaire codant pour les protéines d‟expression précoce comme Tat, Rev et 
Nef. La protéine Tat ainsi produite retourne dans le noyau et améliore considérablement la 
transcription
61, 62 
en reconnaissant une séquence appelée TAR sur le LTR et active ainsi la 
transcription. À ce stade, ce sont des ARNm non épissés codant pour les précurseurs gag et gag-
pol, ainsi que des ARNm peu épissés codant pour des protéines Env, Vif, Vpu et Vpr, qui sont 
produits. Le transport de ces ARNm non épissés ou peu épissés est assuré par la protéine Rev. 
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Ces ARNm sont épissés dans le cytoplasme et traduit par les ribosomes cellulaires pour donner 
les différentes protéines virales. 
 
L‟assemblage est un processus qui a lieu au niveau de la membrane. Cependant, les études 
divergent entre les membranes des compartiments intracellulaires
63, 64 
et la membrane 
plasmique
65-67
. Il commence la production des précurseurs de protéines structurales et 
enzymatiques gag et gag-pol. Dans ce processus le précurseur gag joue un rôle central et sa seule 
présence permet la production des pseudoparticules virales
68
.  Le précurseur gag est composé de 
plusieurs domaines. Sa partie N-terminale héberge le domaine de la protéine de matrice (MA), au 
centre le domaine de la protéine de la capside et du coté C-terminal le domaine de la 
nucléocapside et de la protéine P6. L‟assemblage est initié  au niveau N-terminal du fait de la 
présence d‟un résidu myristate qui interagit avec la bicouche lipidique de la membrane. Cette 
interaction est stabilisée par une interaction supplémentaire établie entre les résidus basiques de 
MA de charges positives et les phospholipides de la membrane de charges négatives (figure 9) 
69
. 
Le domaine nucléocapside porte aussi des résidus de charges positives qui montrent une forte 
affinité avec les charges négatives présentes sur l‟ARN génomique. Cette affinité favorise les 
interactions gag-gag nécessaires à la formation de la capside, car il faut jusqu'à 1500 unités de 
gag pour un virion infectieux
70
. Une fois ces différents éléments assemblés, les glycoprotéines 
d‟enveloppe gp120 et gp41 sont les dernières à être transportées vers la membrane cellulaire 
pour rejoindre le complexe d‟assemblage. Leur transport se fait par voie de sécrétion dépendant 
d‟AP-271. Ensuite, le domaine P6 interagit avec la membrane via les protéines cellulaires Tsg101 
et AIP1 nécessaires pour le bourgeonnement et la libération des particules immatures
69
. La 
maturation est assurée par la protéase virale qui clive les précurseurs de gag et gag-pol en 
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produisant des protéines virales matures. Ce processus est suivi d‟une organisation de ces 
protéines afin de produire une particule virale infectieuse. 
 
 
 
 
Figure 9. Schéma représentatif de l‟Assemblage du VIH. Tiré de Antoine et al. 
Medicine/Sciences 2008
69
. Avec la permission de Jean-Luc Darlix. 
 
 
1.3.3 Diversité du VIH : Causes et conséquences  
L‟évolution rapide est une des caractéristiques du VIH et sa grande diversité est sans doute l‟une 
des raisons clefs de son succès
72
 à s‟établir chez l‟espèce humaine et à causer une pandémie. Il 
est établi aujourd‟hui par des études phylogénétiques que plusieurs évènements de transmission 
interespèce sont à l‟origine de l‟introduction des VIH-1 groupes M, N, O et du VIH-2 dans la 
population humaine
73, 74
. Ainsi, depuis la transmission de ces deux types de VIH et des trois 
groupes de VIH-1, ces virus n‟ont pas cessé d‟évoluer et de se diversifier dans le règne humain. 
Présent seulement depuis moins d‟un siècle, le VIH semble être le virus le plus variable avec une 
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variation génétique de plus 30% comparativement au 5% du virus influenza présent depuis 2000 
ans
75
 et les 5-10 % pour le virus de l‟hépatite C76.   
 
 
 1.3.3.1 Diversité du VIH 
Depuis l‟introduction du VIH chez l‟homme à partir des virus simiens (figure 10) 77, il a évolué 
en différents groupes phylogénétiques (sous-type) qui sont quelques fois classés en sous sous-
types et 51 formes recombinantes circulantes ou « circulating recombinant forms » (CRF)
 78
, 
témoignant de la grande diversité du VIH. Cette classification est basée sur les variations des 
séquences du gène env et du gène gag. Les sous types sont tous équidistants les uns des autres 
avec une différence de 25 à 35% alors qu‟au sein d‟un sous-type, la différence est moins de 
20%
79
. Toutefois, il faut noter que cette différence peut varier selon le gène étudié. La 
classification du VIH montre deux types de VIH: VIH-1 et VIH-2.  
 
Le VIH-2 aurait été transmis à l‟homme entre 1940 et 1945 à partir du singe Mangabé 
(SIVsm)
73
. Dès lors, il a évolué en 7 sous types de A à G mais la quasi-totalité des infections 
sont causées par le type A ou B
80
. Il est moins diversifié que le VIH-1, probablement à cause de 
sa propagation lente où il reste généralement fréquent en Afrique de l‟Ouest, avec Son épicentre 
situé en Guinée Bissau
77
. Actuellement, moins d‟un million de personnes sont infectées par le 
VIH-2 dans le monde
81
. Sa faible transmissibilité et pathogénicité entrainant une progression 
plus lente de la maladie chez les personnes infectées pourrait être défavorable à une 
diversification.  
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Contrairement au VIH-2, le VIH-1 est plus diversifié avec trois grands groupes: M, N et O. 
Récemment, un nouveau virus a été révélé chez une femme camerounaise. Ce virus semble 
appartenir au VIH-1 mais suffisamment distinct des autres groupes du VIH-1. Ainsi, il a été 
nommé groupe P
82, 83. Il est établi à ce jour qu‟au moins trois événements indépendants de 
transmission entre 1910 et 1950, à partir de Chimpanzés (SIV cpz), ont abouti à l‟introduction 
chez l‟homme des groupes M, N et O du VHI-174. Par ailleurs, les gorilles pourraient jouer un 
rôle dans la transmission du groupe O à l‟homme84. Le groupe O pour « outlier » présente une 
homologie de seulement 50% avec le groupe M au niveau du gène de l‟enveloppe85, 86. Il a une 
propagation limitée avec une endémie située seulement au Cameroun et dans quelques pays 
voisins. Une étude effectuée sur 14682 échantillons provenant de 12 pays d‟Afrique a montré 
que sa prévalence variait de 2,1 à 0,07% respectivement pour le Cameroun et le Sénégal
87
. 
Malgré ce fait, le groupe O montre une grande diversité. À ce jour, les analyses génétiques sont 
arrivées à les grouper en trois sous types A, B et C.  Cependant, plusieurs souches restent encore 
non classées. Quant au groupe N (non Majors and non Outlier), il a reçu très peu d‟attention. Il a 
été isolé chez un nombre très limité de patients camerounais
88, 89
. Ce qui fait que ce virus reste à 
l‟écart des études et aurait probablement une diversité plus faible. Par contre, le groupe M, pour 
«Major» a beaucoup évolué et est responsable de la pandémie du SIDA. Il est subdivisé en 9 
sous-types : A, B, C, D, F, G, H, J et K. Certains des ces sous-types sont à leur tour subdivisés en 
sous sous-type. Par exemple, on peut noter les cas du sous-type A (A1, A2, A3, A4) et le sous-
type F (F1 et F2)
90
.  
 
Comme si cela n‟était pas suffisant, l‟accès au séquençage du génome entier montre que certains 
isolats sont des vraies mosaïques appartenant à des sous-types différents. Ces isolats sont 
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regroupés par la suite en CRF. Cette définition est valable seulement quand la même forme 
recombinante est retrouvée chez au moins trois personnes contrairement à la forme recombinante 
unique ou URF (Unique Recombinant form) qui est retrouvée chez une seule personne. 
Aujourd‟hui, 51 CRF ont été recensés78 parmi lesquels les CRF02_AG et CRF01_AE sont 
majoritaires. En effet, dans la classification des sous-types du groupe M, on observe que les 
lettres E et I sont absents. Auparavant, il y avait des isolats classés E et I, mais on s‟est vite rendu 
compte avec le séquençage qu‟ils étaient des mosaïques. 
 
 
 
Figure 10. Diversité génétique, VIH-1, VIH-2, SIV et la chaine de transmission inter espèce. 
CRF= formes  recombinantes circulantes, cpz = Chimpanzé, gor= Gorille. Cpx = Complexe, 
SIV= virus de l‟immunodéficience simien. Tiré de Tebit et Arts. Lancet Infect Dis 20117760. 
Avec la permission d‟Elsevier Publisher.  
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En réalité, tous les sous-types classés E étaient des recombinants de sous-types A et E et sont 
maintenant appelés CRF01_AE. Les isolats classés auparavant sous type I, dont l‟isolat 
94CY032 de Chypre
91
 étaient aussi des mosaïques complexes recombinant plusieurs sous-types. 
Ainsi, ces virus sont aujourd‟hui classés CRF04_cpx92. Par ailleurs, la souche isolée au Nigeria 
appelée IbNg d‟Ibadan était initialement classée comme une lignée divergente du sous-type A. 
Par contre, le séquençage du génome complet montre qu‟il s‟agit d‟une mosaïque avec des 
séquences alternantes de sous-types A et G
93
 (figure 11) 
77
. Par la suite, des isolats similaires ont 
été retrouvés dans différentes régions d‟Afrique et ces virus ont été appelés CRF02_AG.  
 
 
 
 
 
Figure 11. Structure mosaïque et prévalence du VIH-1 et des formes recombinantes les plus 
répandues dans le monde. LTR = Long Terminal Repeat, CRF = Circulating Recombinant form, 
URF = Unique Recombinant Form. Tiré de Tebit et Arts. Lancet Infect Dis 2011
77
. Avec la 
permission d‟Elsevier Publisher.  
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La grande diversité du VIH s‟observe également dans sa distribution géographique (figure 12)94. 
Certains sous-types restent confinés dans certaines régions, d'autres dans quelques pays, mais 
tous les sous types sont observés en Afrique. Par ailleurs, à l‟image du virus lui-même, le niveau 
d‟implication des sous types dans la pandémie est évolutif (figure 13)95. Par exemple, le sous-
type C perd légèrement du terrain alors que la fréquence du CRF02_AG augmente dans le temps. 
Globalement, les sous-types C, A, B, G et D sont les plus prédominants. Pour les formes 
recombinantes, c‟est les CRF02_AG et CRF01_AE qui sont fréquemment observées dans les 
infections
95
. Le sous-type C est à lui seul responsable de 48% des infections. Il est prédominant 
dans les régions d‟Afrique du Sud, en Inde et l‟Afrique de l‟Est. Le sous-type A représente 12% 
des infections. Il est fréquent en Afrique de l‟Est et du Centre. Le sous-type B est responsable de 
11% des infections. Il est observé dans les pays industrialisés notamment, l‟Amérique du Nord, 
l‟Amérique du Sud, l‟Europe, l‟Australie et les Caraïbes. Le sous-type G, responsable de 5% des 
infections est majoritairement présent en Afrique Centrale. Quant au sous-type D, il est aussi 
majoritairement présent en Afrique de l‟Est et Centrale et ne fait que 2% des infections. Le 
CRF01_AE prédomine en Asie et en Afrique Centrale et est responsable de 5% des 
contaminations par le VIH. Le CRF02_AG est surtout observé en Afrique de l‟Ouest, mais aussi 
dans d‟autres régions d‟Afrique avec à son compte 8% des infections. Les autres CRF et URF 
sont responsables pour chacun de 4% des infections. Les groupes O, N et P restent confinés au 
Cameroun et pays limitrophes. Parmi ces trois groupes, le groupe O est le plus fréquent avec 1% 
des infections par le VIH
94
. Les formes recombinantes CRF02_AG sont de plus en plus 
observées en Europe. En effet, le monde devient un gros village, ce qui est favorable à une 
propagation plus rapide des sous-types qui continueront sûrement à se combiner et à se 
diversifier. 
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Figure 12. Distribution géographique de VIH-1 et formes recombinantes dans le monde. Tiré de 
Peeters et al. Microbil Infect 2010
94
. Avec la permission de John Wiley and Son.  
 
 
 
 
Figure 13. Mise à jour 2011 de l‟évolution dans le temps de la fréquence des sous types dans la 
pandémie VIH-1. Tiré de Hemelaar et al. AIDS 2011
95
. Avec la permission de Wolters Kluwer 
Health.  
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1.3.3.2 Causes de la diversité 
La diversité du VIH résulte de la combinaison des mutations ponctuelles, des substitutions et de 
la recombinaison génétique. Les mutations ponctuelles sont introduites dans l‟ADN viral grâce à 
l‟erreur de la TI ou par l‟activité de l‟APOBEC396. Ces processus entraînent au moins une 
mutation dans le génome viral par génération
97
, ce qui conduit à la notion de mer de quasi-
espèces dans laquelle tous les virus sont différents les uns des autres. 
 
 
1.3.3.2.1 Erreur de la transcriptase et activité de l’APOBEC3 
La transcriptase inverse est une enzyme qui assure la synthèse de l‟ADN viral à partir de l‟ARN 
viral. Malheureusement, comparativement aux polymérases cellulaires, la TI ne possède pas de 
mécanisme de correction des erreurs. Ainsi, au cours de la transcription inverse, les nombreuses 
erreurs non réparées commises sont estimées à 5 à 10 par cycle de réplication, générant plusieurs 
variantes virales. En plus, la grande capacité du virus à se multiplier, estimée à 10
10
 par jour
98
, 
est un facteur favorable à la production des mutants. Ainsi, plus la multiplication est grande, plus 
le nombre de virus mutant produit est élevé. L‟APOBEC3 est un facteur cellulaire qui appartient 
à la famille de cytidine désaminase
99
. Ce sont des enzymes qui introduisent des mutations à 
l‟ARN avec changement des cytosines (C) en uracile (U) lors de la rétrotranscription des 
rétrovirus, dont le VIH. Le résultat de ce changement est une mutation des nucléotides G en A 
sur l‟ADN viral. Ce processus se passe de façon aléatoire sur l‟ensemble du génome viral et 
entraîne in fine l‟apparition de variantes virales100 avec plusieurs points de mutations. Le résultat 
de cette opération est une hypermutation au niveau de l‟ADN viral donnant ainsi des virus 
défectueux
101
 incapables d‟infecter d‟autres cellules.  
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Parmi les APOBEC, le 3G est le plus connu. Il existe sous deux formes : une forme de faible 
masse moléculaire (LMM) et une autre de haute masse moléculaire (HMM). Il est établi que 
seule la forme LMM possède une activité antivirale
102. L‟expression d‟A3G dans les cellules ne 
lui assure pas une activité antivirale contre le VIH, car il agit au moment de la transcription 
inverse. De ce fait, il doit être emballé dans les virions en formation pour pouvoir agir. Sa 
présence dans les virions est favorisée par son affinité à interagir avec l‟ARN (APOBEC3G-
ARN) et la protéine gag (APOBEC-gag)
 103-105
. Par contre, son effet est contré par la protéine 
virale vif. En effet, la présence de vif permet de recruter APOBEC3G par les ubiquitines ligase 
afin de promouvoir sa dégradation par le protéasome. Ceci entraine la formation de virions 
exempts d‟APOBEC, supprimant ainsi son rôle de facteur de restriction dans les cellules 
nouvellement infectées. Par contre, en absence de vif, APOBEC3G est incorporé dans les 
nouveaux virions
103, 104. Les erreurs de la TI et l‟effet de l‟APOBEC conduisent à des mutations 
ponctuelles qui peuvent aussi s‟accumuler au fil des générations et contribuent ainsi à creuser un 
écart génétique important avec les virus mères. Il en résulte des virus génétiquement distincts, 
avec une distance génétique plus ou moins considérable. Contrairement aux mutations 
ponctuelles qui sont à la base de la notion de quasi-espèce où les variantes diffèrent de quelques 
mutations sur leurs génomes, les recombinaisons contribuent à l‟apparition de nouvelles souches 
avec des distances génétiques importante comme les CRF.  
 
 
1.3.3.2.2 Recombinaison  
La recombinaison est un processus que plusieurs virus utilisent pour assurer leurs diversifications 
génétiques. Dès les années 1970, les travaux sur les rétrovirus animaux ont permis de montrer 
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des réassortiments de virus dont les variantes semblent ne pas être reliées
106
 à cause de leur 
grande distance génétique. Les premières expériences sur le VIH-1 montrent rapidement des 
preuves de recombinaison. Deux souches de virus LAI avec des mutations au niveau de la  
protéase (48V, 71V, 75I et 81T) et HXB2d avec des mutations de résistance à la zidovudine 
(D67N, K70R, T215F et K219Q) ont été utilisées pour la coinfection des cellules MT-2. Après 2 
à 4 passages sous pression zidovudine, il a été montré par digestion enzymatique que la majorité 
des virus était des recombinants LAI/HXB2d
107
. Par ailleurs, une autre expérience a montré une 
fréquence élevée de recombinaison entre des souches différentes de VIH-1. Dans cette 
expérience, deux clones distincts NL432 et HAN2 ont été utilisés pour la coinfection simultanée 
d‟une lignée lymphocytaire T M8166 avec 4x104 TCID50 de chaque clone. Après formation de 
syncytium, l‟analyse des séquences par PCR a montré que 20% de la population virale était 
formée de recombinant NL432/HAN2
108
. Ceci suggère que la recombinaison est un processus 
fréquent. En outre, la recombinaison a été facilement observée chez les singes lors de coinfection 
avec le virus simien de l‟immunodéficience (SIV), démontrant ainsi que les virus de type 
lentivirus pourraient se recombiner in vivo
109, 110. Chez l‟homme, l‟évidence d‟une 
recombinaison a été rapportée dans un suivi de cohorte au Kenya. Une femme infectée par un 
virus de sous type A en 1986 a montré une forme recombinante A/C en 1997
111
.  
 
La recombinaison est fréquente chez les rétrovirus. Néanmoins, elle demeure un processus 
complexe qui requiert la satisfaction d‟un ensemble de conditions pour se réaliser. La première 
étape est la présence de deux ARN distincts dans la cellule. En effet, la recombinaison se passe 
au moment de la transcription inverse qui se déroule dans la capside. Compte tenu de la taille des 
pores de la capside, un autre génome n‟a pas accès à cette cage. La présence d‟ARN distincts 
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dans les cellules est consécutive à la coinfection des patients et des cellules elles-mêmes. La 
coinfection des patients a fait l‟objet de plusieurs études, incluant la description de cas de 
surinfections des patients et même des événements de triple infection
112-115
. Quant à la 
coinfection des cellules, elle a été également ramenée par plusieurs études. Par exemple, des 
études par hybridation in situ ont montré qu‟une cellule peut contenir plus de quatre provirus 
distincts
116, 117. D‟autres études sur les synapses virologiques ont montré des cas de transferts de 
virus de cellule à cellule au niveau des synapses
118, 119
. Une fois ces deux conditions réalisées, les 
différents génomes doivent être intégrés dans le génome de la cellule hôte, transcrits séparément 
en ARNs génomiques distincts, mais assemblés dans la même capside afin d‟aboutir aux 
premiers virions pseudodiploïdes et infectieux (figure 14)
97
.
  
 
L‟intégration des souches différentes dans le génome cellulaire et leur transcription est un 
processus normal, mais leur assemblage dans une même capside peut poser un problème. En 
effet, l‟assemblage de l‟ARN génomique (ARNg) se fait sous forme de dimère. La dimérisation 
est un processus complexe
120
. En effet, chaque ARNg est capable de se dimériser, aboutissant à 
des homodimères ou des hétérodimère
121. L‟encapsidation des hétérodimères est l‟une des 
conditions de la recombinaison. Certaines hypothèses suggèrent que la dimérisation se fait de 
façon aléatoire
122, 123. Cependant, il a été montré que la concentration locale de l‟ARNg, la 
compatibilité des séquences et la protéine de nucléocapside (NCp7) jouent un rôle important 
dans le processus
124. D‟ailleurs, il est connu que le site d‟initiation de la dimérisation (DIS) est 
fortement impliqué dans la dimérisation
124
 par appariement des bases au niveau des séquences 
palindromiques, montrant ainsi l‟importance de la compatibilité entre ARNg assemblés. 
Cependant, chez certains sous-types du groupe M, la diversité des séquences trouvées au niveau 
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de la région de dimérisation DIS sur l‟ARNg n‟a pas empêché l‟assemblage d‟ARNg 
divergents
125
. Par exemple, les séquences palindromiques de DIS des sous types B et A du VIH 
sont très différentes et théoriquement incapables de se dimériser
97
. Toutefois, les données 
cliniques montrent une recombinaison entre ces sous types. Par exemple, la forme recombinante 
CRF03_AB (dont la souche de référence est Kal153) observée majoritairement chez les patients 
à Kaliningrad
126 
est issue de la combinaison des souches A et B. Il est donc clair que ces 
différences au niveau de DIS n‟empêchent pas entièrement la dimérisation. L‟ensemble des 
conditions préalables à la recombinaison, une fois réalisé, aboutit à un virion pseudodiploïde ou 
hétérozygote avec un hétérodimère d‟ARNg prêt pour le processus de recombinaison qui se 
passe au moment de la transcription inverse assurée par la TI. 
 
 
1.3.3.2.2.1 Mécanismes de recombinaison 
À ce jour, plusieurs théories sur le mécanisme de recombinaison ont été avancées. Mais dans 
tous les cas, le processus se passe au moment de la transcription inverse lors de la synthèse soit 
du premier brin
127
 soit du second brin d‟ADN128-130. En effet, le mécanisme de transfert de brin 
est lié à un arrêt dans l‟avancement de la TI au moment de la transcription inverse. Cet arrêt 
force la RT à passer sur un brin d‟ARN dit donneur à un autre disponible dit accepteur pour 
continuer la synthèse. Les causes de cet arrêt sont nombreuses. La première cause avancée fut la 
présence des cassures dans l‟ARN131. En effet, Coffin et al ont établi que le génome des 
rétrovirus présente beaucoup de discontinuités (fragmentation) et que ces anomalies pourraient 
empêcher la TI de continuer la synthèse sur la matrice d‟ADN naissant. Une autre étude réalisée 
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par Sanchez et al a montré que 27 à 66% de virus obtenus à partir des PBMCs des patients VIH+ 
présentaient de larges délétions au centre du génome
132
. 
 
 
 
 
Figure 14. Conditions requises pour la recombinaison. A) Infection par deux virus 
génétiquement différents, intégration et assemblage des deux virus dans la capside avec 
production de virion infectieux. B) Infection d‟une cellule par ce virion, recombinaison et 
production de virus recombinés. Tiré d‟Onafuwa-Nuga and Telesnitsky. Microbiol Mol Biol Rev 
2009
97
. Avec la permission d‟American Society for Microbiology. 
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Ainsi, la présence de ces cassures pourrait forcer le transfert de la TI d‟un brin à un autre appelé 
« choix de copie forcée » (figure 15A)
 97. Une autre cause d‟arrêt de la TI est la forte présence de 
sites de pause dans certaines régions d‟ARNg133, 134 (figure 15B) 97. Les sites de pause sont des 
structures secondaires ou des types de séquences (riches en G et C)
 
sur le génome qui agissent 
comme des arrêts ou « stop » et empêchent l‟élongation du brin naissant par la TI. Plusieurs 
études in vitro ont montré que cet arrêt oblige la TI de changer de matrice, permettant ainsi une 
fréquence élevée de recombinaison
133-135
. Par exemple, l‟étude de Wu et al, utilisant un modèle 
de transcription in vitro avec deux brins différents, dont un comportant des insertions et 
substitutions mimant la pause, a montré un taux de recombinaison de 30%.  Ce résultat a été 
confirmé par une diminution du transfert de brin, quand les sites de pause ont été suprimés
135
, 
montrant clairement l‟impact de ces sites de pause dans le processus de transfert de brin.  
 
Un dernier mécanisme de la recombinaison proposé est la théorie de « megaprimer » ou invasion 
(figure 16)
55
. Cette hypothèse est basée sur la dégradation partielle du premier brin déjà copié par 
l‟activité RNase H de la RT. De ce fait, par un processus de complémentarité, un autre ARN peut 
servir de « megaprimer » pour faire une seconde copie, assurant ainsi une recombinaison s‟il 
s‟agit de génome différent. Cette théorie a été vérifiée par des expériences de transcription 
inverse in vitro par plusieurs études
136-138.  
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Figure 15. Mécanisme de recombinaison par transfert de brin. A) Recombinaison par transfert 
de brin « choix de copie forcée. B) transfert de brin lié à la présence de sites de pauses. Tiré de 
Onafuwa-Nuga et Telesnitsky. Microbiol Mol Biol Rev 2009
97. Avec la permission d‟American 
Society for Microbiology.  
 
 
 
Figure 16. Mécanisme de recombinaison par invasion avec un « megaprimer » (ici en rouge). 
Tiré de Basu et al. Virus Res 2008
55. Avec la permission d‟Elsevier Publisher.  
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1.3.3.2.3 Contribution de la capacité réplicative 
Le haut pouvoir de multiplication du VIH, les erreurs de la RT et un haut taux de recombinaison 
conduisent à la production d‟une quantité importante de virus diversifiés. Malheureusement pour 
ces virus, tous n‟ont pas la chance de continuer leur évolution. Certains seront capables de 
s‟adapter au milieu, d‟autres par contre ne le seront pas et seront condamnés à disparaitre d‟où la 
notion de “fitness”. Généralement, la forme sauvage est plus apte à se répliquer.  
 
Plusieurs facteurs liés au virus ou à l‟hôte sont impliqués dans le processus de fitness. Parmi les 
facteurs viraux, nous pouvons citer les recombinaisons et les mutations dues aux erreurs de la TI 
et la pression médicamenteuse. Certaines recombinaisons et/ou mutations sont bénéfiques pour le 
virus. Par contre, d‟autres sont pénalisantes. Par exemple, il est connu que la mutation M36I 
entraine une augmentation de la capacité replicative
139, alors qu‟une baisse de celle-ci est 
constatée avec les mutations K65R et M184V
140
. Une perte significative de la capacité 
replicative est également observée avec les mutations K103N, Y188L/C et P236L
141
. Parmi les 
facteurs d‟hôte, le plus connu est la pression de sélection immunologique. Le VIH mute 
rapidement et les épitopes issus des protéines mutantes peuvent échapper au système 
immunitaire. Les mutations d‟échappement sont observées avec l‟ensemble des cadres de lecture 
gag pol et env
142. Cependant, toutes les mutations d‟échappements ne sont pas non plus 
bénéfiques pour le virus. Certaines mutations aboutissent souvent aux virus défectueux et 
d‟autres font échouer simplement sa stratégie de camouflage. Ces virus redeviennent visibles et 
entrainent une activation du système immunitaire
142
. 
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1.3.3.3 Conséquences de la diversité                                                                                
La diversité virale a des conséquences à différents niveaux: pouvoir pathogène, recherche 
vaccinale, diagnostic et thérapie. Les conséquences de la diversité sur le traitement seront 
développées dans la section traitement et résistance.  
 
 
1.3.3.3.1 Pouvoir pathogène 
Il est reconnu que le VIH-2 est moins pathogène que le VIH-1 avec une progression plus lente 
vers la maladie SIDA
143, 144
. Une étude réalisée au Sénégal auprès de 78 patients VIH-1+ et 136 
patients VIH-2 sur 5 ans a montré que la probabilité de survenu du SIDA était faible chez les 
patients VIH-2+. Parmi les patients VIH-2, 67% avaient progressé au stade du SIDA contre 
100% des patients VIH-1
144
. Il a été également observé dans cette étude que le risque de chute 
des CD4 (<400) était 12 fois plus élevé chez les patients VIH-1 que VIH-2. La transmission 
sexuelle ou materno-fœtale du VIH-2 est plus faible comparativement au VIH-1. Ceci est 
probablement dû à une restriction de réplication (faible taux d‟ARNm) avec une charge virale 
faible chez les patients infectés par le VIH-2
145
.   
 
Le sous-type D, comparé à d‟autres sous types s‟est également avéré différent au niveau de la 
pathogenèse. Il a été observé dans différentes régions, notamment en Tanzanie et en Ouganda, 
que le sous-type D ou les formes recombinantes incluant le sous-type D semblent évoluer plus 
rapidement vers la maladie SIDA et le décès contrairement au sous-type A
146, 147. L‟étude en 
Tanzanie auprès de 428 femmes a démontré un risque relatif de 2,27 d‟avènement de SIDA et la 
mort avec le sous-type D comparativement au sous type A
146. Quant a l‟étude en Ouganda avec 
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350 femmes, elle a rapporté un risque relatif de 5,65 pour le sous-type D comparativement au 
sous-type A
147
.  Ces observations ont été récemment confirmées dans une étude randomisée 
effectuée sur 861 personnes VIH positive
148
.  
 
Par ailleurs, dans un essai randomisé réalisé en Tanzanie auprès de 253 femmes enceintes 
infectées par les sous-types C, D et A, Renjifo et al ont montré que le sous-type C était fortement 
associé à un risque de transmission in utero comparativement au sous type A ou D
149
. Ceci 
pourrait être lié à la capacité de réplication plus élevée des virus de sous-type C
150
. D‟ailleurs, 
dans l‟étude en Tanzanie, la charge virale, mais surtout l‟ADN proviral étaient supérieur chez les 
femmes infectées avec le sous-type C et qui ont transmis le virus in utero comparé à celles 
infectées par un sous-type A ou D. Il est établi que l‟ADN proviral est un facteur prédicateur plus 
fort que la charge virale dans la transmission in utero
151, car l‟infection in utero se fait plus par le 
biais de contact cellules-cellules
152
.  
 
 
1.3.3.3.2 Diagnostic  
Le diagnostic du SIDA a beaucoup souffert de la grande variabilité du VIH. Jusqu'en 2004, il 
n‟existait aucun test de charge virale pour le VIH-1 de groupe O. Les trousses commerciales 
pour les autres sous-types ne fonctionnaient pas sur le groupe O car les amorces ne 
reconnaissaient pas ce groupe. Avec le temps, quelques laboratoires ont développé des 
techniques maisons
153
 qui ont souffert du problème de faux négatif. Bien que les outils de 
diagnostic s‟améliorent et essayent de s‟adapter à l‟évolution du virus, le diagnostic de certains 
groupes et sous-types demeure encore problématique. Des progrès considérables ont été réalisés 
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pour le diagnostic du groupe M du VIH-1 et le VHI-2 ainsi que pour la mesure de la charge 
virale (CV) du groupe M du VIH-1. Quatre principales compagnies ont développé des techniques 
pour le test de CV: Roche, Abbott, Biomerieux et Siemens
154
.  
• La compagnie Roche a développé deux tests de quantification du VIH-1: COBAS® 
AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5 et « COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® 
HIV-1 Test » (CA/CTM). Ces tests utilisent des techniques basées sur la combinaison de la 
« RT-PCR » qui cible une région conservée du gène gag et de la PCR utilisant la sonde Taqman. 
Cette sonde est une amorce de 25 à 30 nucléotides flanquée du côté 5‟ d‟une molécule 
fluorescente ou « rapporteur » et du côté 3‟ d‟un « quencher » ou désactivateur. Le désactivateur 
est une molécule qui, en raison de sa proximité avec le rapporteur, inhibe l‟émission de la 
fluorescence de ce dernier. La sonde Taqman est complémentaire d‟une région spécifique de 
l‟ADN sur laquelle elle se fixe. Au cours de l‟élongation, la polymérase clive la sonde et dissocie 
ainsi le reporteur du quencher. Cette dissociation se traduit par l‟émission de la fluorescence qui 
est détectée au-delà d‟un seuil appelé Cycle threshold (CT). L‟intensité de fluorescence est 
proportionnelle au produit formé (ADN). Les tests de Roche sont capables de mesurer les 
charges virales allant de 48 à 107 copies/ml. Ils détectent les sous types A-D, F-H et 
CRF01_AE
155
.  
• Le « RealTime HIV-1 Assay» d‟Abbott est basé sur le même principe que Roche à la 
différence qu‟il cible plutôt une région conservée du gène pol. Il est capable de mesurer les 
charges virales allant de 40 à 107 copies/ml et de détecter tous les sous types que détectent 
AC/CTM de Roche en plus du CRF02_AG et des souches du groupe N et O du VIH-1. 
Toutefois, la version améliorée de CA/CTM de Roche appelée (CA/CTM, v2.0) est maintenant 
capable de détecter le groupe O du VIH-1 avec une sensibilité comparable à celle d‟Abbott156.  
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• Le « NucliSens® EasyQ HIV-1 assay» et « CE Marked » développés par Biomerieux 
sont des techniques d‟amplification isotherme (41ᵒ C) du gène gag par la méthode de « nucleic 
acid sequence-based Amplification » (NASBA) dont le principe est basé sur la réplication du 
VIH-1. Ici, une première amorce (antisens) comportant le promoteur T7 est utilisée pour faire le 
premier brin d‟ADN à partir d‟ARN. Il en résulte de cette étape la formation d‟un double brin 
ADN/ARN dont l‟ARN est digéré par la RNase H. La fixation d‟une deuxième amorce (sens) sur 
le brin d‟ADN nouvellement synthétisé permet la synthèse de l‟ADN double brin par la TI avec à 
sa partie 5‟ le promoteur T7 au complet. Puis, l‟utilisation de T7 ARN polymérase qui reconnait 
le promoteur T7 permet la synthèse de centaines de copies d‟ARN155. Ce cycle permet ainsi une 
large amplification de l‟ARN. La quantification se fait par l‟utilisation de sondes comme dans les 
techniques précédentes. Ce test a une sensibilité de 10 à 107 copies/ml. Il permet la détection des 
sous types A à J du groupe M du VIH-1 en plus du CRF01_AE et CRF02_AG. Cependant, une 
étude récente de Deidre et al a montré que EasyQ de Biomerieux a une faiblesse dans la 
détection des sous type non B du VIH-1 notamment les formes recombinantes CRF01_AE et 
CRF02_AG
157
. 
• La technique d‟ADN branché Versant™ HIV-1 RNA 3.0 assay  de Siemens est basée sur 
la technique d‟hybridation ciblant le gène pol. Cette technique utilise des sondes et 
l‟amplification de leurs signaux plutôt que l‟amplification des séquences. Dans cette technique, 
l‟ARN cible est pris en sandwich par hybridation entre une sonde de capture fixée sur une 
microplaque et une sonde de préamplification. Ensuite, une troisième sonde, appelée sonde 
d‟amplification, reconnait la sonde de préamplification sur laquelle elle se fixe en grande 
quantité. Chaque sonde d‟amplification est marquée avec l‟enzyme phosphatase alcaline qui 
donne un signal chimiluminescent après avoir réagi avec son substrat. La comparaison de ces 
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signaux avec un standard permet la quantification de l‟ARN à analyser. Par ailleurs, une autre 
version de Versant développée récemment est basée sur l‟amplification d‟acides nucléiques. 
Cette version utilise les mêmes techniques de «rapporteur-quencher» décrites précédemment. Le 
test de Siemens a été validé sur des charges virales allant de 50-25000 copies/ml. Il permet la 
détection des sous type A à G du groupe M du VIH-1
155
. Tout comme le test de Biomerieux, le 
test de Siemens a aussi une faiblesse avec les formes recombinantes CRF01_AE et 
CRF02_AG
157
. 
 
Cependant, aucune trousse n‟existe spécifiquement pour la mesure de la charge virale du VIH-2 
et jusqu'à présent, le diagnostic du groupe O ainsi que des formes recombinantes uniques 
nécessite encore l‟expertise des laboratoires spécialisés. 
 
 
1.3.3.3.3 Vaccination 
La diversité du VIH est un des plus grands obstacles à trouver aujourd‟hui un vaccin anti VIH. 
Les vaccins viraux conduisent normalement à la production d‟anticorps neutralisant empêchant 
ainsi une infection ultérieure. Dans le cas du VIH, aucun antigène n‟a pu jusqu‟ici générer des 
anticorps capables de neutraliser les très nombreuses variantes du virus en circulation. Jusqu'à ce 
jour, 219 essais vaccinaux contre le VIH ont été réalisés chez l‟homme à travers le monde. 
Certains ont été complétés et d‟autres sont en cours de réalisation. Trois essais sont actuellement 
en phase III, 16 en phase II, 17 en phase I/II et les 183 autres sont en phase I
158
. Quatre essais 
vaccinaux en phase clinique IIb et III se sont soldés par un échec parmi lesquels AIDSVAX B/E 
(VAX003) conduit au Thaïlande en 2006
159
 et AIDSVAX B/B (VAX004) conduit en Amérique 
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du Nord et Netherland en 2005
160
. Le dernier essai en phase clinique III (RV144) effectué en 
Thaïlande en 2009 sur 16402 volontaires, a donné une efficacité de 26,4%
161
. Ceci peut être 
considéré comme un succès, car pour la première fois un vaccin montrait un taux de protection 
quelconque. La plupart des essais précédents ont été tout simplement un échec à cause du 
problème de variabilité du VIH. L‟objectif de la recherche vaccinale est de promouvoir à la fois 
une réponse cellulaire et humorale. Ainsi, plusieurs protéines recombinantes ciblant plusieurs 
régions du virus pour stimuler l‟une et/ou l‟autre des réponses ont été utilisées comme candidat 
vaccin. La glycoprotéine gp120 de l‟enveloppe est parmi les candidats ciblés par la recherche 
vaccinale. Dans cette partie du virus, la boucle V3 est particulièrement ciblée. Cette région, bien 
qu‟elle soit la partie la plus exposée de l‟enveloppe, est aussi la partie la plus variable du virus. 
Ceci fait que les anticorps produits contre cette région n‟arrivent à neutraliser qu‟un nombre très 
limité de variantes virales. Plusieurs autres stratégies ciblant d‟autres régions du virus comme 
Nef, Tat et Rev sont en œuvre162. Cependant, si la variabilité se limitait aux sous types, la tâche 
serait encore plus facile et la production de plusieurs vaccins contre les différents sous-types 
serait possible.  
 
Toutefois, les progrès sont en cours avec la découverte récente d‟anticorps neutralisants à large 
spectre. En 2007, Yuxing et al ont découvert dans le sérum de 32 patients VIH-1 positifs, des 
anticorps à large spectre capables de neutraliser l‟enveloppe virale163. Les mêmes auteurs ont 
observé que l‟anticorps se fixe sur le site de fixation de gp120 au récepteur CD4. Ceci montre 
qu‟il est possible de trouver des anticorps doués de telles propriétés après plusieurs tentatives 
échouées. Ainsi, cette observation a suscité beaucoup d‟espoir pour un candidat vaccin contre le 
VIH-1. Sachant l‟implication du site de fixation de gp120 au CD4 dans la production d‟anticorps 
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à large spectre, une des premières études a caractérisé ce site de fixation
164
. Par la suite, plusieurs 
protéines de l‟enveloppe contenant cette région ont été évaluées. Au cours de ce processus, 
plusieurs anticorps d‟efficacité variable ont été trouvés. Un de ces anticorps, appelé VRCO1, 
s‟est montré particulièrement efficace sur 90% des souches de VIH-1 circulant165. Présentement, 
les recherches se poursuivent pour comprendre les mécanismes de neutralisation de cet anticorps. 
Quelques résultats trouvés en complexant VRCO-1 avec gp120 ont montré que celui-ci se fixe de 
façon similaire au CD4, mais avec une affinité plus forte que ce dernier
166
. 
 
La découverte de ces anticorps à large spectre est une grande avancée dans l‟immunothérapie du 
VIH. Ceci ravive l‟espoir de trouver un vaccin dans un futur proche et de trouver enfin une 
solution aux désastres qu‟a causée le SIDA. 
 
1.4 Histoire naturelle de la maladie SIDA  
L‟infection par le VIH évolue en plusieurs phases tout au long de la progression vers le stade 
SIDA. En général, trois grands stades sont décrits: la primo-infection, la phase d‟infection 
chronique ou de latence et la phase symptomatique ou SIDA. Dans tous les cas, la multiplication 
virale se poursuit continuellement tout au long de l‟évolution de la maladie. 
 
1.4.1 Primo-infection.  
La primo-infection traduit le premier contact du patient avec le virus. Elle peut être subdivisée en 
plusieurs étapes. D‟abord, la période dite éclipse est située entre l‟infection et avant la détection 
de l‟ARN viral dans le plasma. Ensuite, une deuxième étape dite phase aiguë, s‟étend de la 
détection de l‟ARN viral dans le plasma jusqu‟à la formation d‟anticorps spécifiques trois à 
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quatre semaines après l‟infection167.  Cette étape est suivie d‟une augmentation de la charge 
virale qui atteint son pic après la quatrième semaine, puis vers le troisième mois, commence à 
décroitre et à se stabiliser à un niveau appelé « setpoint »
168
. La primo-infection est surtout 
caractérisée par des niveaux très élevés de virus et une diminution rapide des lymphocytes T 
CD4
167. L‟infection des patients se fait généralement par voie sexuelle et plusieurs études ont 
montré qu‟une infection productive peut résulter d‟un seul virus infectueux169, 170. Le virus 
transmis se réplique d‟abord localement dans les muqueuses vaginale ou rectale. Les premières 
cellules à être infectées dans les muqueuses sont les lymphocytes T exprimant les récepteurs 
CD4 et CCR5
171. Ainsi, les corécepteurs CCR5 sont en général utilisés pour initier l‟infection. 
Au cours de la progression de la maladie, des espèces virales utilisant le corécepteur CXCR4 
peuvent être observées
172. Déjà à ce stade précoce, l‟activation de l‟immunité innée contribue au 
recrutement d‟autres types de cellules comme les cellules de Langerhans à forte expression de 
CD4 et CCR5
173 
et les macrophages qui sont à leur tour infectés par le virus. Ces cellules 
infectées vont migrer via le système lymphatique vers les ganglions. Dans ce compartiment 
immunologique, les cellules dendritiques (DC) vont lier le virus via la lectine de type C récepteur 
(CLR) DC-SIGN
174
. Ces cellules dendritiques, à cause de leur grande mobilité et leur rôle de 
présentation d‟antigène, vont jouer un rôle prépondérant dans la dissémination de l‟infection. 
Ainsi, ces cellules vont entrainer une large diffusion du virus dans les tissus lymphoïdes 
secondaires particulièrement au niveau du « Gut associated lympoid tissue» (GALT) situé dans 
la muqueuse intestinale où est présent un nombre très élevé de cellules T exprimant les CD4 et 
CCR5
175
.  
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Plusieurs sous populations de lymphocytes T CD4+ sont présents dans les muqueuses. En effet, 
il y a deux grands types de lymphocytes: les lymphocytes naïfs et les lymphocytes mémoires. 
Les lymphocytes naïfs de phénotype CD4
+
CD45
+
CCR7
+
CD62L
+
 se caractérisent par l‟absence 
de contact avec l‟antigène contrairement aux lymphocytes mémoire qui ont déjà rencontré les 
antigènes. Les lymphocytes mémoires peuvent se diviser en deux sous populations, mémoire 
central (MC) et mémoire effecteurs (ME). Les MC sont de phénotype CD4
+
CD45
-
CCR7
+
CD62L
+
. Ils résident dans les lymphoïdes secondaires comme les ganglions lymphatiques 
périphériques et mésentériques, amygdale, rate, follicules lymphoïdes et plaque de payer
 
grâces 
aux molécules d‟adhésions comme CCR7 et L-sélectine (CD62L) 176. Le récepteur CCR7 a pour 
ligand CCL19 et CCL21 tandis que CD62L se lie aux ligands GlyCAM1 (Glycolysation 
dependent cell adhesion molecule 1), CD34 et MAdCAM1 (mucosal addressin cell adhesion 
saaociated molecule 1) présents à la surface des cellules endothéliales des muqueuses. Les ME 
ont un phénotype CD4
+
CD45
-
CCR7
-
CD62L
-. A cause de la perte des molécules d‟adhésions 
CCR7 et CD62, ces cellules sont capables de quitter les lymphoïdes secondaires pour aller siéger 
dans les muqueuses vaginales et rectales ainsi que dans le tractus gastro-intestinal et expriment 
les molécules d‟activation comme le CXCR3 et le CCR5177. L‟expression de ces molécules 
d‟activation et leur localisation dans les muqueuses (rectales et génitales) qui sont les portes 
d‟entrée du VIH, font que ces lymphocytes mémoires effecteurs sont les premiers lymphocytes 
infectés par le VIH.  
 
Par ailleurs, une autre molécule d‟adhésion semble importante pour l‟infection du VIH. Il s‟agit 
d‟un récepteur de chimiokines CCR6 largement impliqué dans la migration des cellules vers la 
plaque de Peyer au niveau de l‟intestin grêle. Très récemment, Monteiro et al ont montré que les 
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lymphocytes T mémoires exprimant CCR6 (phénotype CD4+ CCR6+) étaient spécifiquement 
permissifs au VIH-1. Dans cette étude les auteurs ont comparé les différentes populations de 
lymphocyte T CD4
+
CCR6
+β(7)-, CD4+CCR6+β+ et CD4+CCR6-β-, CD4+CCR6-β+. Les résultats 
ont montré que les populations exprimant le CCR6+ étaient largement permissives à l‟infection 
par le VHI-1. Ceci montre que le CCR6 et non β (7) est un marqueur discriminant favorable à la 
réplication du VIH
178
.   
 
Pendant la primo-infection, environ 60% des lymphocytes CD4+ mémoire sont infectés et la 
majorité de ces cellules disparaissent en quelques jours
179
 (figure 17) 
180
. D'ailleurs, une étude 
chez le singe a montré que la phase aiguë de l‟infection par SIV/VIH est accompagnée d‟une 
forte déplétion de lymphocytes mémoires dans les muqueuses
181
. Les pertes de cellules T 
mémoire sont irréversibles et entraine des dommages immunologiques surtout dans le tractus 
gastro-intestinal conduisant à des ruptures de barrière au niveau des muqueuses
179
. Malgré 
l‟acharnement du système immunitaire, il ne parviendra pas à éliminer l‟infection. Le virus se 
multiplie activement et atteint son pic vers 1 mois d‟infection180. À ce stade, se constituent les 
réservoirs viraux. Ces réservoirs sont constitués en majorité de lymphocytes mémoires, mais 
aussi plusieurs autres lignées cellulaires comme les CD8+, les cellules dendritiques, les 
macrophages, les lymphocytes B, et les cellules NK peuvent contribuer à la persistance virale
182
. 
Dans les réservoirs viraux, le virus persiste et pourrait se répliquer à bas bruit
183
. Toutefois, les 
études sont controversées quant à la possibilité de réplication du virus dans les réservoirs. En 
effet, les réservoirs sont constitués de 80% de CD4 mémoire. Ces cellules sont au stade G0, et il 
est connu que dans ce cas, certains facteurs de transcription comme « nuclear factor kappa B » 
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(NF-kB), « nuclear factor of T-cells » (NFAT) et le « Positive Elongation Factor b » (p-TEFb) 
sont inhibés, empêchant ainsi la production d‟ARNm184.  
 
Très souvent asymptomatique, la primo-infection peut montrer des symptômes discrets et 
souvent confondus à un syndrome grippal ou mononucléosique. Ces symptômes sont caractérisés 
par la présence de fièvre, de maux de tête, de maux de gorge, de douleurs musculaires, 
d‟adénopathies et parfois d‟une atteinte neurologique. Après le troisième mois de l‟infection, la 
charge virale reste relativement stable autour du « setpoint », et alors s‟installe une chronicité 
pour une durée plus ou moins longue selon le patient. 
 
 
 
 
 
Figure 17. Stades d‟infection par le VIH et évolution de la virémie et des T-CD4+. CD4 exprimé 
en taux relatif (100% correspond à la valeur normale). Adapté de: Mogensen et al. Retrovirology 
2010
180139. Avec l‟autorisation de BioMed Central Publisher.   
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1.4.2 Phase d’infection chronique 
Pendant cette phase, l‟organisme active la machinerie immunologique. Le VIH-1 est largement 
disséminé dans les ganglions lymphatiques et la rate qui deviennent les sites de réplication du 
virus et de sa présentation aux cellules compétentes pour une éventuelle élimination. Au début de 
cette phase, le système immunitaire arrive à diminuer la virémie grâce à la réponse spécifique 
initiale des cellules lymphocytes T cytotoxiques CD8
185, 186
, qui éliminent la majorité des ME et 
MC. Cependant, cette réponse n‟est pas complète et n‟arrive par à éliminer l‟infection. Ceci est 
dû à un échappement du virus au système immunitaire à cause de sa capacité à générer des 
mutants. En revanche,  le système de production des lymphocytes arrive à compenser plus ou 
moins cette perte par l‟intermédiaire des lymphocytes naïfs ainsi que les MC qui n‟expriment pas 
encore de CCR5. Ce pool constituant ainsi le potentiel de régénération des populations de 
lymphocytes reste relativement intact
187. Ceci permet d‟établir un état d‟équilibre apparent entre 
le renouvèlement et la destruction des T4. En revanche, le virus continue à stimuler ces 
lymphocytes qui  expriment CCR5 et trouve ainsi de nouvelles cibles d‟infection tout en 
s‟assurant l‟approvisionnement en cellules cibles. Toutefois, à un moment donné, s‟installe la 
période dite de latence. Cette période est de durée variable selon les personnes infectées. 
Normalement, la période de latence dure entre 7 à 8 ans avant que les CD4 chutent à un niveau 
<200
188
. Par contre, la période de latence peut être réduite de 2 à 3 ans ou moins chez les patients 
appelés progresseurs rapides qui forment une minorité des sujets infectés par le VIH. A l‟autre 
extrême, la période de latence peut s‟étendre sur une très longue période de temps et chez 
certains patients la multiplication virale peut même être totalement contrôlée sans traitement 
pendant près de 20-25 ans dans certains cas
189
, avec un nombre de CD4 normal
188
. Ces patients 
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représentent 0.5% de l‟ensemble des patients vivants avec le VIH et sont nommés les contrôleurs 
du VIH ou progresseurs lents (PL)
 190
.  
 
La phase d‟infection chronique est surtout caractérisée par une activation permanente du système 
immunitaire
191
. Cette activation en association avec une réplication virale constante, entraînent 
des dommages immunologiques de plus en plus profonds surtout dans le tissu lymphoïde du 
tractus gastro-intestinal. Cette situation permet la translocation dans la circulation sanguine de 
plusieurs microbes tels que mesurés par leurs Lipopolysaccharides (LPS)
 192
, composant essentiel 
de la paroi des bactéries Gram négatif, le dosage des endotoxines ou encore la détection de 
l‟ADN ribosomal 16s bactérien193, 194. La translocation des produits bactériens entraine une 
stimulation constante des cellules immunitaire et crée un état d‟activation chronique du système 
immunitaire. Cette activation peut être mesurée par plusieurs marqueurs tels que HLA-DR et 
CD38
195
 ou encore, le dosage de CRP, Ki67, IL-6 et CD14 soluble (sCD14) 
196
. Il est proposé 
que cet état inflammatoire contribue au phénomène de vieillissement accéléré observé chez les 
sujets VIH+ avec une augmentation des maladies cardio-vasculaires, de l‟ostéoporose et de 
divers troubles métaboliques. 
 
 
1.4.3 Phase symptomatique et le Sida 
Au fur et à mesure de l‟évolution de la maladie, le système immunitaire est largement 
endommagé, la réplication virale augmente d‟intensité et la majorité des cellules CD4+ est 
détruite. Cette perte de la fonctionnalité du système immunitaire rend les individus VIH+ 
susceptibles à diverses infections virales et fongiques comme les infections herpétiques et les 
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candidoses
197
. Quand le taux de cellules CD4+ devient inférieur à 200 cellules/mm
3
, les maladies 
opportunistes de toute origine ainsi que les cancers font leur apparition. Les fameuses maladies 
comme la pneumonie à Pneumocystis et le sarcome de Kaposi qui ont été les sonnettes d‟alarme 
de la découverte du SIDA sont alors observées à ce stade. D‟autres maladies comme la 
toxoplasmose, la cryptococcose, la tuberculose, les lymphomes, les infections à cytomégalovirus 
ainsi que des atteintes neurologiques sont aussi observées
197
.  
 
 
1.5 Traitement antirétroviral et résistance 
Les principales cibles des antiviraux sont généralement des enzymes virales du cycle de la 
réplication, lesquelles sont différentes selon les virus et impliquent des enzymes spécifiques à 
chaque virus. Les exemples qui peuvent être cités sont l‟ADN polymérase des virus du groupe 
Herpès, la transcriptase inverse et la protéase du VIH et la neuraminidase des virus grippaux. 
Dans le cas du VIH, une bonne connaissance de son cycle de réplication a permis de développer 
des antirétroviraux (ARV) ciblant plusieurs enzymes virales, mais aussi, d‟autres protéines 
virales ainsi que des protéines de l‟hôte. De nombreux progrès ont été accomplis depuis la mise 
sur le marché de la zidovudine (AZT) en 1987
198
, un inhibiteur de transcriptase inverse (INTI) et 
première molécule dans le traitement du VIH. Toutefois, son utilisation en monothérapie nous a 
fait comprendre qu‟un ARV seul avait un effet limité dans le temps à cause de l‟apparition de 
résistance. Vers les années 1990, la bithérapie a été essayée avec l‟association de 2 molécules 
d‟INTI qui montra également ces limites. La découverte d‟une nouvelle classe appelée 
inhibiteurs de protéase (IP) en 1995 ouvre la voie à la trithérapie combinant les INTIs avec les 
IPs (2INTI+1IP). Au fil du temps, les connaissances se sont beaucoup améliorées et de nouvelles 
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classes d‟ARV ciblant plusieurs étapes du cycle de réplication virale ont fait leur apparition 
(voire figure 3). Présentement, nous avons un large arsenal thérapeutique composé de 25 
molécules approuvées appartenant à six grandes classes différentes d‟antirétroviraux (tableau 1) 
La trithérapie a montré sans doute son efficacité par la réduction de la morbidité et de la 
mortalité liée au VIH. Toutefois, son efficacité est mise en épreuve par l‟émergence de virus 
résistant en dépit de multiples molécules fournies à l‟arsenal thérapeutique.  
 
 
1.5.1 Les antirétroviraux 
 
1.5.1.1 Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse           
Les INTIs constituent la première classe d‟antirétroviraux mise sur le marché. La première 
molécule identifiée fut l‟AZT. Depuis lors, la recherche a permis d‟élaborer sept autres 
molécules (tableau 1) approuvées par l‟agence canadienne de médicament et de technologie de la 
santé (ACMTS ou CADTH en anglais) et le Food and Drug Administration (FDA) aux É.-U.  
 
Les INTIs sont des analogues nucléosidiques ou nucléotidiques composés d‟une base purique ou 
pyrimidique liée à un cycle désoxyribose modifié. Les INTIs sont caractérisés par l‟absence du 
groupement OH en position 3‟ que contiennent normalement les nucléosides naturels. Ce 
groupement OH est nécessaire à leur incorporation dans l‟ADN naissant. À la différence des 
analogues nucléosidiques, les analogues nucléotidiques, dont le seul représentant est le ténofovir 
(TDF) ont une structure acyclique monophosphorylée.  
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Sous-classes Noms génériques Abréviations Noms Commerciaux 
Inhibiteurs Nucléosidiques et Nucléotidique de la Transcriptase Inverse (INTI) 
 
 
 
nucléosidiques 
Zidovudine AZT Retrovir 
Stavudine D4T Zerit 
Zalcitabine ddC Hivid 
didanosine ddI Videx 
Abacavir ABC Ziagen 
Emtricitabine FTC Emtriva 
Lamivudine 3TC Epivir 
nucléotidique Ténofovir TDF Viread 
Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse (INTI) 
 
Première génération 
Efavirenz EFV Sustiva 
Nevirapine NVP Viramune 
Delavirdine DLV Rescriptor 
 
Deuxième génération 
Etravirine ETR Intelence 
Rilpivirine TMC 278 Edurant 
Inhibiteurs de protéase (IP) 
 
 
 
 
Première génération 
Amprenavir APV Agenerase 
Fosamprenavir FVP Telvir 
Indinavir IDV Crixivan 
Lopinavir LPV Kelatra 
Nelfinavir NFV Viracept 
Ritonavir RTV Norvir 
Saquinavir SQV Invirase 
Atazanavir ATZ Reyataz 
 
Deuxième génération 
Darunavir DRV Prezista 
Tipranavir TPV Aptivus 
Inhibiteurs d’intégrase (IIN) 
 Raltégravir  RGV, RAL Isentress 
 Elvitégravir  EVG - 
 Dolutégravir DGV - 
Inhibiteurs d’entrée (IE) 
Anti-CD4 TNX-355 - - 
 
Anti-CCR5 
Maraviroc MVC Selzentry ou Celsentri 
Vicriviroc VCV - 
PRO-140 - - 
Inhibiteur de Fusion (Anti-gp41) Enfuvirtide T-20, ENF Fuzeon 
Inhibiteur de maturation (IM) 
 Bivirimat - - 
 
Tableau.1: Les classes d‟antirétroviraux et leurs molécules.- montre les molécules en essai. 
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Les INTIs sont des promédicaments ou prodrugs qui doivent d‟abord être transformés à 
l‟intérieur de la cellule pour devenir actifs. Cette transformation consiste à une triple 
phosphorylation par des kinases cellulaires, ce qui conduit aux INTI-triphosphate qui seront des 
mauvais substrats pour la synthèse d‟ADN viral. Une fois incorporés dans l‟ADN viral, ces 
composés empêchent toute progression de la synthèse.  Ils sont de ce fait appelés terminateurs de 
chaine. De plus, la TI n‟a pas de système d‟identification d‟erreurs, de correction et 
d‟élimination de nucléotides incorrects, ce qui fait le succès de ces molécules dans le traitement 
du VIH. Dans cette classe, d‟autres nouvelles molécules sont à l‟étude notamment la racivir, 
amdoxovir, apricitabine et elvucitabine. 
 
 
1.5.1.2 Les inhibiteurs non nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse  
Les INNTI sont une classe d‟antirétroviraux qui cible directement l‟enzyme de rétrotranscription 
ou transcriptase inverse (TI). Ils ont une grande affinité pour une partie hydrophobe spécifique 
de la TI. En s‟approchant vers cette partie, il y a création d‟une pochette hydrophobe au niveau 
de la TI dans laquelle ces molécules vont se loger. Cette poche étant proche du site actif de 
l‟enzyme, les INNTI, en s‟y fixant, bloquent la mobilité du domaine catalytique de la TI et 
empêchent ainsi la réaction de polymérisation de l‟ADN. Contrairement aux INTIs, les INNTIs 
n‟ont pas besoin d‟être activés. Cette classe est représentée par cinq molécules (tableau 1) 
approuvées par l‟ACMTS et la FDA. La rilpivirine (TMC-278), une nouvelle molécule 
appartenant à cette classe vient d‟être approuvée par la FDA. De nouvelles générations de 
molécules de cette classe sont également en développement.  
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1.5.1.3 Les inhibiteurs de protéase  
Les inhibiteurs de protéase empêchent le fonctionnement de la protéase virale. La protéase est 
formée de deux sous unités qui s‟associent et forment le site catalytique. Ainsi, la dimérisation 
est un processus incontournable pour l‟activité de cette enzyme. La protéase est indispensable 
pour l‟assemblage et la production des particules virales infectieuses: elle découpe les 
précurseurs polyprotéiques des protéines de structure et des enzymes de la réplication du virus. 
Ainsi, les IP agissent comme des faux substrats de l‟enzyme. Ils ont une forte affinité avec le site 
actif de l‟enzyme. En se fixant sur le site actif, les IP bloquent le fonctionnement de l‟enzyme et 
de ce fait, empêchent la production des protéines matures et fonctionnelles du virus. Plusieurs 
molécules appartenant à cette classe sont aujourd‟hui utilisées en thérapie et occupent une place 
importante. À ce jour, dix IP sont approuvés par l‟ACMTS et la FDA souvent classés en 
premières et deuxièmes générations (tableau 1). La première génération, composée de ritonavir, 
nelfinavir, lopinavir, amprenavir, fosamprenavir, indinavir et saquinavir sont de nature 
peptidique mimant le substrat naturel. Elles possèdent une seule activité, celle d‟inhiber le site 
actif de l‟enzyme. L‟atazanavir se trouve en position intermédiaire. C‟est un azapeptide qui agit 
de la même façon que les molécules de la première génération. Par contre, les nouvelles 
générations comme darunavir et tipranavir sont non peptidiques. Ces molécules ont l‟avantage 
d‟être plus flexibles et peuvent adapter leurs interactions en fonction des changements de 
conformations de la protéase induits souvent par les mutations. Ces molécules possèdent aussi 
une double activité. En plus d‟inhiber le site actif, elles bloquent la dimérisation de l‟enzyme 
nécessaire à la formation de sa forme active
199
. Pour cette raison, elles sont actives sur plusieurs 
virus résistants aux molécules de la première génération. 
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1.5.1.4 Les inhibiteurs d’intégrase 
Les inhibiteurs d‟intégrase appartiennent à une classe d‟antirétroviraux récemment introduite en 
thérapie. Actuellement, seul le raltégravir (RAL) est approuvé par ACMTS et la FDA. 
L‟elvitégravir (EVG), ainsi que le dolutégravir sont en essais cliniques de phase III. 
L‟intégration de l‟ADN du VIH à celle de la cellule se déroule en plusieurs étapes (voir section 
intégration). Théoriquement, toutes ces étapes peuvent être ciblées par les inhibiteurs d‟intégrase 
aboutissant à une inhibition de la réplication virale
200
.
 
Par contre, toutes les molécules utilisées 
actuellement ou en essai clinique ont pour mécanisme d‟action l‟inhibition de l‟étape de transfert 
de brin assurée par l„intégrase. Plusieurs études ont montré que ces molécules inhibent 
efficacement le transfert de brin à des concentrations de l‟ordre de nano molaire201, 202. 
 
 
1.5.1.5 Les inhibiteurs de CCR5 
Les inhibiteurs de CCR5 ciblent essentiellement les corécepteurs CCR5 au niveau de la cellule. 
Cette classe contient deux molécules, dont le maraviroc, déjà approuvé et utilisé en clinique, et le 
vicriviroc dont le développement clinique est incertain. Actuellement une autre molécule appelée 
TNX-355 ciblant le récepteur CD4 est à l‟étude, ainsi que des anticorps monoclonaux contre le 
CCR5 comme PRO-140
203
.  
 
La boucle V3 et la deuxième boucle N terminal de gp120 interagissent avec le CCR5 pour 
l‟entrée du virus. Ces deux interactions se succèdent après un changement de conformation au 
niveau du CCR5. Ainsi, les inhibiteurs de CCR5 sont de petites molécules qui se fixent dans une 
poche transmembranaire de CCR5
204
 et empêchent le changement de conformation. De ce fait, 
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ces molécules bloquent l‟interaction de gp120 avec CCR5 et inhibent l‟entrée du virus dans la 
cellule. Cependant, l‟inconvénient de ces molécules est qu‟elles ne sont actives que sur les virus 
à tropisme R5. De ce fait, l‟utilisation de ces molécules demande préalablement un test de 
tropisme. 
 
 
1.5.1.6 Les inhibiteurs de fusion 
Les inhibiteurs de fusion sont représentés par une seule molécule, dont le seul représentant est 
l‟enfuvirtide, un peptide composé de 36 acides aminés mimant la région HR2 de la gp41. En se 
fixant sur la région HR1, l‟enfuvirtide empêche l‟interaction de HR2 avec HR1 bloquant ainsi la 
fusion des membranes cellulaires et virales
205
.  
 
 
1.5.1.7 Les inhibiteurs de maturation 
Une nouvelle classe, appelée inhibiteur de maturation est aussi en développement. Ces molécules 
agissent à un stade tardif de la production virale. Les inhibiteurs de maturation inhibent le 
clivage du précurseur gag au niveau de la jonction de la protéine de capside (CA) et la protéine 
SP1 (p24/p2). Ce clivage est indispensable à la maturation des protéines virales et à l‟assemblage 
des particules virales. La seule molécule de cette classe est le bivirimat qui se fixe sur pr55gag et 
empêche le clivage de la protéine. Ceci entraine la production de virions immatures et non 
infectieux. Très récemment, une étude a montré une bonne efficacité d‟inhibition de bivirimat206. 
Toutefois, la présence de polymorphismes naturels dans le p2 qui diminue considérablement son 
activité pourrait constitue un obstacle à son développement
207
.  
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1.5.2 Résistance aux traitements  
Le traitement antirétroviral (ARV) idéal doit venir à bout de la réplication virale. À défaut de 
quoi, les erreurs de la RT, les recombinaisons génétiques ainsi que la pression de sélection des 
médicaments contribuent à l‟émergence de nouvelles variantes virales. Ainsi, il en résulte un 
mélange de populations virales en équilibre instable et génétiquement différent, à partir duquel 
vont émerger les variantes antigéniques et les mutants résistants aux antirétroviraux. La 
résistance virale est définie comme la capacité d‟un virus à se multiplier en présence d‟un 
traitement antirétroviral. Elle est la conséquence de la présence d‟une ou de l‟accumulation de 
mutations spécifiques sur les gènes du VIH qui codent pour la TI, la PR et d‟autres enzymes ou 
protéines du virus ciblées par les traitements. Ces mutations entrainent une modification 
structurelle ou fonctionnelle de ces protéines. Les ARV ne sont pas directement responsables de 
la résistance, ils contribuent surtout à la sélection de mutants résistants. 
 
 
1.5.2.1 Mutations de résistance 
Au cours de la réplication du virus, plusieurs mutations se produisent dans le génome pouvant 
résulter en un échec thérapeutique. Ces mutations sont des changements d‟acide aminé dans le 
gène du virus comparativement au type sauvage pris comme référence. Elles sont nommées en 
indiquant la position de l‟acide aminé précédée de la lettre correspondant au type sauvage et 
suivi de la lettre de l‟acide aminé qui a pris la place. Par exemple pour la mutation M184V, la 
méthionine (M) est changée pour la valine (V) en position 184.  
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Il existe deux grands types de mutations: les mutations synonyme et non synonyme. Rappelons 
que les acides amines sont codés par des triplets de nucléotides appelés codon. Il est possible que 
plus d‟un codon code pour un même acide aminé. Par exemple, les codons UCU, UCC, UCA, 
UCG, AGU et AGC codent pour la seule sérine. Ainsi, on parle de mutations synonymes quand 
un changement au niveau des nucléotides n‟entrainant aucun changement d‟acide aminé. Pour la 
sérine par exemple, un changement de U terminal dans UCU en G dans UCG correspond encore 
à la sérine. De ce fait, elles sont aussi appelées mutations silencieuses. Au contraire, les 
mutations non synonymes se caractérisent par un changement d‟acide aminé suite à un 
changement au niveau des nucléotides. Par exemple, le codon UGU correspond à la cystéine. Un 
changement de son U terminal (UGU) par un G (UGG) codera pour le tryptophane. Elles sont 
aussi appelées mutations non silencieuses. Toutes les mutations ne sont pas associées à une 
résistance aux traitements. Certaines mutations situées sur les gènes qui codent pour les protéines 
ciblées par les traitements vont avoir plus d‟impact sur la résistance que celles situées en dehors 
de ces gènes. D‟autres mutations sont observées chez des souches comparées à une référence 
sans être forcément associées à une résistance. Dans ce cas on parle de polymorphisme.  
 
Les mutations impliquées dans la résistance sont de deux types, majeurs et accessoires. Les 
mutations majeures sont celles qui confèrent une résistance phénotypique. Les mutations 
accessoires quant à elle, augmentent la résistance en présence des mutations majeures. Il faut 
aussi noter que certaines mutations sont responsables de résistance croisée. Ces mutations 
entrainent alors la résistance à toutes les molécules de la même classe antirétrovirale. L‟ensemble 
de ces mutations est regroupé en profil de mutation. Ces profils comportent une ou plusieurs 
mutations associées à la résistance à chacune des molécules d‟ARV. 
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1.5.2.2 Résistance aux différentes classes d’ARV 
 
1.5.2.2.1 Résistance aux INTIs 
Les INTIs sont des terminateurs de chaine. Ces faux substrats, une fois incorporés dans la TI, 
vont bloquer la synthèse d‟ADN viral, par absence de groupement OH en 3‟. Des mutations au 
niveau de la TI  vont entraîner deux grands mécanismes de résistance aux INTIs: le mécanisme 
de diminution d‟incorporation de l‟inhibiteur ou « discrimination » et l‟excision des INTIs déjà 
incorporé
208. Dans ces deux cas, l‟inhibiteur n‟est plus efficace et la synthèse de l‟ADN viral se 
poursuit, permettant la réplication du virus.                                        
 
Le mécanisme de discrimination est basé sur une diminution de l‟efficacité d‟incorporation des 
INTIs. Cependant, l‟efficacité d‟incorporation est liée à deux constantes majeures. La constante 
de la liaison phosphodiester (kpol) et la constance d‟équilibre (kdNTP) de fixation-dissociation du 
dNTP sur la TI
209.  La formule de l‟efficacité est ainsi donnée par le rapport kpol/kdNTP. À partir 
de ces constantes, la TI peut donc faire la différence entre les nucléotides naturels et les 
analogues. Dans les conditions normales, les analogues ont une bonne efficacité d‟incorporation. 
Par contre, l‟apparition de certaines mutations dans la TI entraine une augmentation de l‟énergie 
de fixation-dissociation (kdNTP). Comme nous voyons dans la formule, l‟efficacité est 
inversement proportionnelle à kdNTP. Ainsi, toute augmentation de cette constante se traduit par 
une diminution de l‟efficacité. Ces mutations vont donc favoriser l‟incorporation des nucléotides 
naturels au détriment des analogues et entrainent par conséquent une résistance aux INTIs. Les 
mutations les plus souvent impliquées dans ce mécanisme sont la M184V et le complexe de 
mutation Q151M0
208
.  
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 La M184V, qui correspond à un changement de la méthionine (M) par la valine (V), 
entraine un haut niveau de résistance à la lamivudine (3TC). La méthionine en position 
184 fait partie des acides aminés du motif YMDD du site catalytique de la TI. Ce motif 
est hautement conservé chez les rétrovirus
210, 211
. Le changement de la méthionine par la 
valine entraine un mauvais positionnement de 3TC-TP dans le site catalytique
210
 et 
entraine ainsi une augmentation de kdNTP se traduisant par une diminution de l‟affinité 
pour l‟inhibiteur212 et une perte d‟incorporation. La mutation M184V apparait rapidement 
en cas d‟échec virologique au 3TC en passant par une mutation intermédiaire M184I211 et 
donne aussi la résistance à d‟autres INTIs (figure 18) 213. 
 Le complexe de mutation Q151M passe par le même mécanisme que la M184V. Le 
complexe de mutation Q151M est composé d‟un groupe de mutations dont A62V, V75I, 
F77L et F116Y dans lequel la Q151 apparait le premier. Ces mutations sont sélectionnées 
en cas d‟échec aux INTI, préférentiellement le d4T et le ddI. Associé à une 
multirésistance à la plupart des INTIs, il a été montré que le complexe Q151M  entraine 
un haut niveau de résistance à l‟AZT, ddI, ddC, d4T et l‟ABC214. 
 
Le deuxième mécanisme de résistance aux INTIs est l‟excision des analogues déjà incorporés 
dans l‟ADN en synthèse (figure 19) 215. En effet, l‟incorporation des nucléotides se fait en deux 
étapes essentielles impliquant deux sites au niveau de l‟enzyme. Un site N, qui assure la fixation 
des nucléotides basés sur la complémentarité, et un deuxième site P qui assure la polymérisation 
des nucléotides. Les nucléotides qui se fixent bien au niveau du site N sont ensuite transloqués 
au niveau du site P pour une éventuelle polymérisation. Le site N joue donc un rôle crucial. 
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Figure 18. Mutations de résistance aux INTI selon « international AIDS society » 2011
213 
 
 
Un mauvais positionnement au niveau de ce site empêche la translocation des nucléotides vers le 
site p et par conséquent entraine leur élimination. Cependant, un mécanisme compensatoire 
existe. Il s‟agit d‟un encombrement stérique empêchant l‟excision du nucléotide mal positionné 
si le nucléotide suivant est trop proche du site N. L‟excision est médiée par l‟ATP via  une 
72 
 
 
attaque nucléophile
216
. Ainsi, certaines mutations au niveau de la TI font en sorte que les 
analogues ne se positionnent pas bien dans le site N, ce qui entraine leur excision. Les                  
« thymidine-associated mutations » (TAM) ainsi que l‟insertion en position 69 agissent par ce 
mécanisme pour induire la résistance aux INTIs. 
 
Les TAM entrainent la résistance à tous les INTIs, mais l‟efficacité d‟excision est variable selon 
les INTIs. Il a été montré que l‟excision est plus efficace avec l‟AZT et de façon décroissante, 
d4T, ddC, ABC, 3TC, ddI et TDF
217
, ce qui explique en partie les résistances croisées entre les 
INTIs. En effet, il existe deux voies TAM sélectionnées par les INTIs. La voie TAM-1 composé 
de mutation M41L, L210W et T215Y et la voie TAM-2 avec les mutations D67N, K70R et 
K219E/Q et T215F. Il a été montré que la voie TAM1 entraine une résistance croisée in vivo 
entre ABC et TDF
218, 219
. 
 
L‟insertion en position 69 entraine aussi une résistance à l‟ensemble des INTIs. Elle peut utiliser 
les deux mécanismes: en plus de diminuer l‟incorporation, elle entraine aussi une augmentation 
de l‟excision des INTIs déjà incorporés220. 
 
La mutation K65R est une mutation décrite pour la première fois avec ddC qui la sélectionne in 
vitro et in vivo
221
, mais aussi avec ddI et 3TC
222
. Elle est aussi sélectionnée seule ou en 
association avec la M184V par des régimes comportant le  ténofovir et/ou l‟abacavir223, 224. Son 
mécanisme de résistance est basé sur la diminution de l‟incorporation entrainant une résistance 
au TDF et l‟ABC ainsi que le ddI, d4T, 3TC et FTC225. Cependant, cette mutation provoque une 
diminution de l‟excision, entrainant une augmentation de la sensibilité des virus aux molécules 
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via le mécanisme d‟excision tout comme l‟AZT. La mutation K65R est rarement retrouvée en 
présence de TAM
225, 226
. En effet, en présence de TAM, la mutation K65R une fois associée va 
entrainer une diminution de l‟excision225, rendant ainsi les virus sensibles aux molécules qui 
sélectionnent les mutations TAM. Cet antagonisme entre la mutation K65R et TAM peut aussi 
expliquer l‟absence de K65R si les mutations TAM sont déjà présentes dans un régime avec 
ténofovir. Puisque les TAM entrainent une résistance au ténofovir, celui-ci  n‟a pas besoins de 
pression supplémentaire pour sélectionner le K65R. Enfin, cet antagonisme pourrait mener à 
l‟hypothèse selon laquelle l‟administration de l‟AZT avec le ténofovir permettrait de prévenir la 
sélection de la mutation K65R
227
. Par ailleurs, il faut signaler que certaines mutations aux INTI 
comme la K65R et la M184V entrainent une diminution du « fitness » des virus qui les 
portent
228
.  
 
 
 
Figure 19. Mécanisme d‟excision des INTI. A) polymérisation normale et B) excision de l‟ZT 
déjà incorporé. Tiré de Boyer et al. J Virol 2002
215. Avec la permission d‟American Society for 
Microbiology.  
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1.5.2.2.2 Résistance aux INNTIs 
Rappelons que les INNTIs se fixent dans une poche hydrophobe créée par leur amerrissage sur la 
TI. Cette poche n‟est formée qu‟avec la présence des INNTIs. La formation de cette poche est 
rendue possible par le mouvement des résidus Y181 et Y188 de la chaine latérale de la TI. Par 
ailleurs, d‟autres acides aminés participent directement à la fixation des INNTIs à la TI comme 
les positions 100 et 106 ou indirectement comme ceux à la position 108
229
 et 103
230
. En outre, 
d‟autres acides aminés comme la position K101E et E138K participeraient aussi à la formation 
de la poche hydrophobe
231, 232
. Les changements au niveau de ces acides aminés peuvent affecter 
la bonne fixation des INNTIs dans la poche hydrophobe, entrainant une diminution de l‟affinité à 
ces molécules et la résistance.  Quatre groupes essentiels de mutations sont impliqués
229
 à des 
degrés divers dans la résistance aux INNTIs. Le premier groupe est composé de Y181C et 
Y188C/L/H, le deuxième concerne la mutation K103N, le troisième groupe est constitué de 
mutations L100I, V106AM et V108I, enfin le dernier comporte les mutations K101E et E138K. 
D‟autres mutations moins fréquentes telles que P225 ainsi M230 et P236 sont observées dans la 
résistance aux INNTIs et sont regroupées en un groupe à part
229
.    
 
Les acides aminés en position Y181 et Y188 participent directement à la formation de la poche 
hydrophobe. Plusieurs études ont montré que la tyrosine en position 181 et 188 joue un rôle 
primordial dans la constitution de cette poche du fait de son caractère aromatique. Ainsi, la perte 
de cette tyrosine est impliquée à la résistance croisée aux INNTIs mais à des degrés différents. 
Par exemple, la mutation Y181C entraine une forte résistance à la nevirapine
232, 233
. Cette 
mutation entraine une réduction de la sensibilité de l‟efavirenz229. 
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La mutation K103N ne participe pas directement à la fixation des INNTIs. Dans cette mutation, 
la lysine est remplacée par l‟asparagine. Ce dernier à la capacité de former une liaison hydrogène 
directement à partir de son groupe amine avec le groupe hydroxyle de la tyrosine en position 
188
234
 ou indirectement via un pont sodium
233
. Dans tous les cas, cette interaction empêche la 
formation de la poche hydrophobe à l‟approche des INNTIs entrainant une résistance croisée aux 
INNTIs. 
 
Les mutations L100I et V106A/M sont très impliquées dans la résistance aux INNTIs. La 
mutation L100I entraine une résistance à tous les INNTIs. Pour la mutation V106AM, elle donne 
la résistance à tous les INNTIs excepté l‟etravirine. La sensibilité de l‟etravirine malgré la 
mutation V106AM est liée au fait que cette molécule n‟interagit pas avec cette position pour sa 
fixation
229
. Dans ce groupe, la mutation V108I ne participe pas directement à la fixation de la 
plupart des INNTIs. Par contre, du fait de sa proximité avec la poche, elle peut perturber 
indirectement la fixation des INNTIs et entrainer une réduction de la sensibilité. Toutefois, la 
mutation V108I ne donne pas une résistance de haut niveau comme les deux précédentes.   
 
Le dernier groupe, composé par des mutations K101E et E138K, participe indirectement par 
rapport aux positions 181 et 188 à la bonne formation de la poche hydrophobe. La lysine à la 
position 101 forme un pont avec la glutamine de la position 138, ce qui contribue à la formation 
de la poche et la fixation des INNTIs. Ainsi, les mutations à ces différentes positions perturbent 
cette interaction et par conséquent la fixation des INNTIs. La mutation K101E/P observée à cette 
position conduit à une résistance à tous les INNTIs. La mutation E138K est sélectionnée in vitro 
par l‟etravirine.Une étude récente d‟Asachop et al sur les sous types B et non-B (C et CRF02-
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AG) vient de montrer qu‟indépendamment des sous type, la mutation E138K est la première à 
apparaitre après 25 a 30 semaines de passage. L‟analyse phénotypique de cette mutation à 
montré qu‟elle entraine une faible résistance à l‟etravirine et à l‟efavirenz235. Par contre, la 
mutation E138K n‟est pas sélectionnée par l‟efavirenz in vitro. Ces résultats montrent que 
l‟etravirine a une barrière de résistance relativement élevée. Par ailleurs, la mutation E138K ne 
donne aucune résistance à la nevirapine, probablement à cause d‟apparition d‟autres mutations 
compensatoires
229
. Cependant, elle provoque une faible réduction de la sensibilité aux autres 
INNTIs. Ces données peuvent avoir un impact sur la façon de séquencer les différents INNTIs.  
Il est aussi important de mentionner ici que dans l‟étude d‟Asachop et al, plusieurs nouvelles 
mutations en dehors d‟E138K telles que V90I, K101Q et V189I ont été observées sous pression 
d‟etravirine.   
 
Les acides aminés en position P225, M230, P236 et K238 sont localisés des deux côtés opposés 
de la poche hydrophobe. Les mutations observées à ces différentes positions sont impliquées à la 
résistance aux INNTIs selon les molécules. Toutefois, la mutation P236L qui entraine la 
résistance à la delavirdine peut entrainer une hypersensibilité à certains INNTIs comme la 
nevirapine
236
. En effet, toutes les molécules n‟interagissent pas avec les mêmes acides aminés 
pour leur fixation, ce qui explique cette différence de résistance en fonction des molécules. 
Ainsi, les mutations P225H et P236L entrainent uniquement la résistance respectivement à 
l‟efavirenz et à la delavirdine. En revanche, la mutation M230L donne la résistance à tous les 
INNTIs ainsi que la mutation K238T avec un accent sur la nevirapine et la delavirdine. La figure 
20 résume les mutations INNTIs selon la base de données « International AIDS Society »
 213
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Figure 20. Mutations de résistance aux INNTI selon « international AIDS society » 2011
213
 
 
 
1.5.2.2.3 Les mutations au domaine de connexion RT-RNase-H  
Rappelons que la TI à deux domaines majeurs impliqués dans son activité enzymatique, le 
domaine de polymérase et le domaine RNase-H. La jonction entre ces deux domaines constitue 
le domaine de connexion situe au niveau des acides aminés 293 et 560 de la TI. En clinique, les 
analyses sur TI par séquençage n‟incluent pas ce domaine237. Les premières investigations sur 
cette région ont montré qu‟elle est impliquée dans la résistance aux analogues de la thymidine 
comme l‟AZT et le 3TC238, 239. En 1998, Kemp et al ont montré que la mutation G333D était 
incriminée dans la double résistance à l‟AZT et au 3TC en association avec les TAM ou M184V. 
Par la suite, les études ont identifié plusieurs mutations au domaine de connexion (MDC): 
E312Q, G333E/D, G335D, N348I, R358K, G359S, A360I/T/V, V365I, K366R, T369I, A371V, 
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A376S, T377L, K390R, E399D, A400T, L469T, Q475A et Y501A, I506L, Q509L, K527N, 
K530R, Q547K, D549N et K558R
237, 240, 241
. Certaines de ces mutations sont associées à la 
résistance aux INTI et INNTI dans le sous-type B. Toutefois, le mécanisme réel reste non 
élucidé. En 2008 Zelina et al, ont investigué in vitro le mécanisme moléculaire de la  mutation 
G333D en association avec les TAM ou M184V dans la double résistance à l‟AZT et au 3TC242. 
Dans leur étude, ils ont observé que G335D renforce les mécanismes de résistance des TAM et 
M184V. D‟abord, pour les virus avec les mutations G335D et M184, ils constatent une réduction 
de la constance Kpol. Considérant la formule d‟efficacité: E=Kpol/kdNTP), toute diminution de Kpol 
ou une augmentation de kdNTP entraine une baisse d‟efficacité. Ainsi, G335D contribue à 
diminuer l‟efficacité d‟incorporation de 3TC en diminuant le Kpol et par conséquent, renforce 
l‟effet de résistance de M184V qui augmente la constance kdNTP. Pour les virus qui avaient les 
mutations G333D et TAMs, c‟était le mécanisme d‟excision qui était renforcé par G333D, 
augmentant la résistance causée par les TAMs à  l‟AZT.  
 
Très récemment, il a été confirmé que les mutations au domaine de connexion entrainent une 
double résistance aux INTIs et INNTIs
240
. Dans cette étude, les auteurs ont trouvé que les MDC 
entrainent une réduction de l‟activité de l‟Arase-H. Ainsi, l‟hypothèse avancée pour le 
mécanisme de résistance aux INNTIs est que cette diminution d‟activité de la RNase H offre plus 
de temps aux INNTIs de se dissocier de la TI, ce qui permet la reprise de la synthèse de l‟ADN 
et par conséquent la résistance aux INNTIs. Par ailleurs, ils ont observé que cette réduction de 
l‟activité de la RNase-H et la résistance aux INNTIs étaient fonction de l‟affinité des INNTIs. 
Par exemple, les mutations D549N, Q475A et Y501A entrainent une augmentation de la 
résistance aux NVP et DLV, mais pas à l‟EFV et l‟ETR. Par ailleurs, la mutation D549N était 
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associée à une double résistance aux INTIs et INNTIs. Une étude récente a montré que les 
mutations G335D et A371V ne suffisent pas pour provoquer une résistance indépendamment des 
sous-types. Mais, quand ces mutations sont associées à M184V, elles conduisent à un haut 
niveau de résistance à l‟AZT241.  
 
 
1.5.2.2.4 Résistance aux IP 
La protéase joue un rôle important dans l‟assemblage des virus. Elle découpe les précurseurs de 
protéines virales afin de fournir des protéines matures pour l‟assemblage. Les inhibiteurs de 
première génération de la protéase sont des peptidiques mimant le substrat naturel. Pour cette 
raison, ils possèdent une grande affinité pour le site actif dans lequel ils se fixent et inhibent la 
fonction de la protéase. Ainsi, les mutations au niveau du ce site actif de la protéase empêchent 
la bonne fixation des inhibiteurs. Ce mécanisme peut être double: soit les mutations agrandissent 
le site de fixation au niveau de la protéase (figure 21) 
243
, soit les mutations influencent 
directement la fixation de l‟inhibiteur par la disparition des liaisons auparavant utilisées par les 
différentes molécules. Dans les deux cas, cela se traduit par une diminution de l‟affinité pour la 
protéase et une inefficacité des molécules inhibitrices. En général, une seule mutation n‟est pas 
suffisante pour induire la résistance aux inhibiteurs de protéase. L‟accumulation de plusieurs 
mutations est nécessaire pour l‟apparition de la résistance. Toutefois, certaines mutations dites 
majeures sont importantes pour l‟émergence de la résistance. C‟est le cas des mutations D30N 
I50V, V82A, et L90M. A ces mutations s‟associent d‟autres mutations appelées secondaires qui 
appuient l‟effet des mutations majeures. Les mutations majeures entrainent une résistance à 
l‟ensemble des IP de première génération en association avec les secondaires. La résistance 
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croisée peut être aussi observée avec ces molécules. Ce phénomène se traduit par la présence 
d‟une mutation généralement secondaire impliquée à la fois à la résistance à plusieurs autres 
molécules de la classe. Les mutations majeures peuvent être sélectionnées préférentiellement par 
l‟une ou l‟autre des molécules inhibitrices. La mutation V82A est observée en cas d‟échec au 
ritonavir
244
. Pour le nelfinavir, la mutation D30N est préférentiellement sélectionnée
245
. La 
mutation L90M est sélectionnée préférentiellement par le saquinavir
246, 247
 et la mutation I50V 
par l‟amprenavir248. Cependant, pour d‟autres inhibiteurs comme le lopinavir ou l‟indinavir, la 
préférence semble variable. La résistance à ces deux molécules peut commencer avec 
l‟apparition de l‟une des mutations V82A, M46I, L90M ou A71V249. Les mutations majeures 
sont situées au niveau du site actif de l‟enzyme et leurs positions sont directement impliquées 
dans la fixation des molécules inhibitrices. Ceci pourrait expliquer l‟importance de ces mutations 
dans la résistance aux IPs de première génération. En revanche, les mécanismes d‟action des 
mutations secondaires sont mal compris. Certaines positions comme I54 ou M46 sont situées 
dans le volet « flap » de la protéase et recouvre le substrat après sa liaison au site actif
244
. Ainsi, 
cela pourrait partiellement expliquer que les mutations à ces positions pourraient renforcer l‟effet 
des mutations majeures. Le mécanisme d‟autres mutations comme la L10I/V, K20R, A71V 
situées à distance du site reste aussi inconnu. Ces mutations pourraient agir indirectement par 
modification de la conformation générale du site actif
250
 et contribuer à la résistance aux IP de 
première génération.  
 
Les molécules de la nouvelle génération comme le darunavir et le tipranavir possèdent une 
barrière génétique élevée. Une étude effectuée sur le tipranavir a montré une réponse virologique 
intermédiaire après l‟apparition de deux à sept mutations parmi la liste des mutations de 
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résistance
251
 recensées pour cette molécule dans les positions suivantes: 10V, 13V, 20M/R/V, 
33F, 35G, 36I, 43T, 46L, 54A/M/V, 58E, 69K, 74P, 82L/T, 83D et 84V
252. Darunavir n‟affiche 
une perte de la réponse virologique qu‟après l‟apparition de trois mutations parmi la liste des 
onze mutations recensées
252
. Toutefois, la notion de barrière doit être nuancée, car certaines 
molécules de la première génération partagent souvent les mêmes mutations avec les nouvelles 
IPs. Par exemple, le tipranavir sélectionne les mutations V82L/T et I84V qui sont responsable de 
la résistance croisée à d‟autres IPs253. Pami les mutations recensées avec le darunavir (V11I, 
V32I, L33F, I47V, I50V, I54L/M, T74P, L76V, I84V et L89V) 
252
, plusieurs dont la V32I, I47L 
et I50V croisent avec le fosamprenavir. En revanche, il a été récemment montré qu‟une protéase 
multi résistante avec des mutations 46L, 54V, 82T, 84V, 90M était encore sensible au darunavir. 
Cette étude a montré par cristallographie qu‟en présence de ces mutations de multi résistance, le 
darunavir ne perd que deux interactions hydrophobes en position 81 et 84 (compense d‟ailleurs 
par la position 23) et une seule interaction hydrogène en position 29. Ainsi malgré ces mutations 
de multirésistance, darunavir maintient son attache et reste actif sur l‟enzyme254. Ceci montre 
également l‟importance de la flexibilité que possèdent les molécules de la nouvelle génération 
dans leurs structures.  
 
Ces molécules montrent quand même des mutations associées à la résistance, et situées à des 
positions impliquées directement ou indirectement à leurs fixations à l‟enzyme. Le mécanisme 
réel est inconnu mais semble être double. Rappelons que ces molécules agissent à deux niveaux 
sur la protéase: le blocage de la dimérisation et l‟inhibition de l‟activité catalytique199. Ainsi, il a 
été récemment démontré que ces mutations de résistance sont spécifiques aux deux activités. 
Certaines mutations empêchent seulement le blocage de la dimérisation, tandis que d‟autres 
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abolissent leurs actions d‟inhibition sur l‟activité catalytique de la protéase. Une étude très 
récente basée sur l‟essai de transfert d‟énergie de fluorescence par résonnance ou « Fluorescence 
Resonance Energy Transfer » (FRET) a montré que la présence des mutations V32I, L33F, I54M 
et I84V abroge l‟activité d‟inhibition de la dimérisation du darunavir, ceci pourrait être un des 
mécanismes de résistance à cette molecule
255
. Les autres mutations empêchent plutôt son action 
sur l‟activité catalytique. Ce mécanisme a été récemment montré aussi avec le tipranavir. 
Manabu et al ont trouvé que les mutations L33F et la combinaison de L33I/M36I annulent 
l‟activité d‟inhibition de la dimérisation du tipranavir256. Par contre, les mutations I54V et V82T 
étaient associées à une perte de l‟effet d‟inhibition de l‟activité catalytique. Ces deux mutations 
n‟avaient aucun effet sur l‟activité d‟inhibition de la dimérisation256.  
 
Par ailleurs, il a été montré que des mutations dans le gène gag au niveau du site de clivage sont 
impliquées dans la résistance aux IPs. Toutefois, ces mutations ne sont pas prises en compte dans 
les études de résistance aux IPs, puisque les évaluations sont effectuées seulement sur la 
protéase. Plusieurs mutations (428G, 431V, 436R, 437V, 449F, 451T, 452S, 453L) ont été 
associées à la résistance aux IPs
257. Ces observations ont été confirmées par l‟étude de Nijhuis et 
al. Dans cette étude, les auteurs ont séquencé le génome complet des virus résistants aux IPs de 4 
à 8 fois par rapport au type sauvage. Ils ont observé la présence des mutations K436E et/ou 
I437T/V au niveau du site de clivage NC/p1 de la polyprotéine gag. L‟introduction de ces 
mutations dans une souche de référence HXB2 a conféré la résistance à  tous les IP
258
 à 
l‟exception du darunavir qui n‟a pas été évalué dans ce travail. En revanche, l‟étude de Larrouy 
et al a montré très récemment que la mutation A431V aurait un impact positif sur la réponse 
virologique chez les patients traités avec le darunavir/ritonavir
259
.  
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Deux mécanismes ont été observés pour expliquer la résistance aux sites de clivage gag.  
 Le premier mécanisme implique des mutations situées dans la région gag-gag/pol. Dans ce cas, 
les mutations entrainent un déséquilibre dans le clivage de la protéine gag/pol  en faveur d‟une 
forte production de la protéase. Ceci augmente la concentration de l‟inhibiteur normalement actif 
sur les virus.  
 Le deuxième mécanisme est observé lorsque les mutations sont situées au niveau de NC/p1, 
NC/TFP et TFP/p6pol. Dans ce cas, les mutations entrainent un déséquilibre dans le processus de 
clivage des polyprotéines en faveur d‟une grande amélioration de la maturation virale258.  
 
Par ailleurs, Malet et al ont observé des associations entre les mutations au niveau du site de 
clivage gag et l‟apparition des mutations dans la protéase. Dans cette étude sur 98 séquences de 
VIH-1 de sous type B, l‟apparition des mutations M46I/L, I54V et V82A/T/F était associée à la 
présence de la mutation A431V dans gag. Les mutations K20I/R/M et L89M/I étaient aussi 
associées à la présence des mutations S373Q et L449P dans gag
260
. Les mécanismes qui sous-
tendent ces associations restent non élucidés pour le moment.  
 
En outre, une grande étude basée sur l‟analyse de 28000 isolats de patients a montré que la 
mutation en position 431 est observée à 13%, la position 436 à 8% et 437 à 10%
258
. Ces positions 
sont fortement associées à la résistance aux IPs. Il serait alors prudent aujourd‟hui d‟introduire la 
recherche de ces mutations dans l‟évaluation de la résistance aux des IPs qui sont réservés pour 
la deuxième ligne de traitement dans les pays à ressources limitées. La figure 22
 
résume les 
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mutations recensées au niveau des IP selon la base de données de « International AIDS Society »
 
213
.  
 
 
 
 
Figure 21. Structure de deux conformations de la protéase. En vert protéase sensible sans 
mutation avec le lopinavir et en rouge protéase résistante à cause des mutations qui agrandissent 
le site de fixation empêchant la liaison du lopinavir. Tiré de Logsdon et al. J Virol 2004
243
. Avec 
la permission d‟American Society for Microbiology. 
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Figure 22. Mutations de résistance aux IP selon « international AIDS society » 2011
213
. En gras 
les mutations majeures.  
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1.5.2.2.5 Résistance aux Inhibiteurs d’intégrase 
L‟intégrase est une enzyme responsable de l‟intégration de l‟ADN viral dans le génome 
cellulaire
261. Les inhibiteurs d‟intégrase se fixent sur le site actif de l‟enzyme et l‟empêchent de 
fonctionner correctement. Actuellement les molécules utilisées en thérapie agissent sur l‟étape de 
transfert de brin
262
. Il est connu que la cavité formée par les résidus D64, C65, T66, H67, E92, 
N120, F121 et D116 définit le site actif pour la réaction 3‟proccessing,  tandis que les résidus 
Q62, I141, P142, Y143, Q148, I151, E152, N155, K156 et K159 définissent la cavité de transfert 
de brin
263. Ces mêmes résidus sont la cible des inhibiteurs d‟intégrase sur lesquelles ils se fixent 
(figure 23) 
263
 et s‟opposent au transfert de brin. Ainsi, toute mutation au niveau de ces résidus 
pourrait modifier l‟affinité de l‟enzyme pour les inhibiteurs et entraver leur bonne fixation,  
empêchant donc leur fonction d‟inhibition.  
 
 
Figure 23. Différentes conformations du raltégravir et les résidus impliqués dans son interaction 
avec l‟intégrase. Tiré de Mouscadet et al. Drud Resist Updat 2010263. Avec la permission 
d‟Elsevier Limited. 
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La plupart des mutations rapportées par les études se situent dans le site de fixation des 
inhibiteurs. Aujourd‟hui, 64 mutations sont rapportées comme induisant la résistance aux 
inhibiteurs d‟intégrase262. Pour le raltégravir, seule molécule approuvée de cette classe ainsi que 
l‟elvitégravir en phase III, quarante mutations de résistance ont été déjà observées262, 264.  
 
Les mutations N155H et Q148R/H/K ont été identifiées comme la signature de la résistance à la 
raltégravir et à l‟elvitégravir chez les patients en échec262 (Figure 24) 213. Toutefois, il a été décrit 
récemment que la mutation Y143R/C est responsable d‟une forte réduction de la susceptibilité 
aux inhibiteurs d‟integrase265, surtout au raltégravir. 
 
 Par ailleurs, plusieurs mutations secondaires telles que L74M, T97A, E138K, G140/S/A/C, 
E92A/Q, G163K/R, V151I et D232N ont été observées chez les patients en échec
262, 263
. Ces 
mutations ont peu ou pas d‟effet en absence des deux mutations majeures, N155H et 
Q148R/H/K
262
. Cependant, les mutations E92Q et S147G sont particulièrement impliquées dans 
la résistance à l‟elvitégravir262.  
 
Récemment, deux voies de résistance ont été observées avec les mutations secondaires
263
. La 
première concerne les mutations L74M, E138K et G140A/S en association avec la mutation 
majeure Q148R/H/K. La seconde voie regroupe les mutations L74M, E92A/Q, T97A, Y143H/C, 
V151I, G163K/R et D232N en association avec la mutation majeure N155H
263
. 
 
La nouvelle molécule appelée dolutégravir suscite de l‟espoir pour les inhibiteurs de d‟intégrase. 
Cette molécule est active sur l‟ensemble des souches du VIH avec un IC50 de 0,22-0,62nM pour 
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le VIH-1 groupe M, 0,87nM pour le groupe O et 0,29nM pour la VIH-2
266
. Cependant, en phase 
III d‟essai clinique, le VIH montre déjà qu‟il peut développer des résistances contre cette 
nouvelle molécule. Les premières études de passage montrent qu‟après 8 semaines, les mutations 
majeures connues comme N155H et Q148R/H/K pour d‟autres molécules de la classe 
apparaissent. La mutation mineure E92Q est également observée
267, 268. L‟étude de la résistance 
phénotypique montre que la mutation N155H et E92Q montre des niveaux de résistance faible 
avec un « fold change » (FC) respectif de 2-3,9 et 2,9-4nM comparativement a la mutation 
Q148R/H/K qui montre un très haut niveau de résistance
267, 268
.  
 
 
 
 
Figure 24. Mutations de résistance aux IIN selon «international AIDS society» 2011
213
 
 
 
1.5.2.2.6 Résistance aux Inhibiteurs de corécepteur CCR5 
Après la première liaison CD4-gp120, le changement de conformation de gp120 va permettre au 
complexe CD4-gp120 de se lier aux corécepteurs soit CXCR4 ou CCR5. La boucle V3 de gp120 
est fortement impliquée dans cette liaison et détermine l‟utilisation du corécepteur269. Les 
inhibiteurs de CCR5 se fixent dans une poche située au niveau transmembranaire de CCR5. 
Cette fixation des inhibiteurs modifie la conformation de CCR5, particulièrement la boucle 
extracellulaire ECL2. Ainsi, la boucle V3 de gp120 ne peut plus interagir avec CCR5.  
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La résistance aux inhibiteurs de CCR5 s‟effectue selon deux voies distinctes. La première est le 
changement de corécepteurs ou « switch ». Plusieurs études ont pointé du doigt presque tous les 
domaines de gp120 (V1/V2, V3, C1, C2, C3, C4 et gp41) dans la détermination du tropisme des 
virus
270. Ceci montrant qu‟il reste du chemin à faire dans la compréhension de ce mécanisme. 
Cependant, les études montrent que la boucle V3 est le principal déterminant de la préférence 
d‟utilisation de l‟un ou l‟autre des corécepteurs271, 272.  D‟ailleurs, certains acides aminés de la 
boucle V3 sont fortement utilisés pour prédire le tropisme connu sous le nom de la règle 
11/24/25
273. Cette règle stipule qu‟une charge positive de ces résidus détermine l‟utilisation de 
corécepteur CXCR4, dans le cas contraire (résidus négatifs) c‟est le corécepteur CCR5 qui est 
utilisé. Ainsi, toute mutation chez les virus rendant ces résidus positifs conduit à l‟utilisation des 
corécepteurs CXCR4 alors qu‟ils utilisaient précédemment CCR5. Ce phénomène est connu sous 
le nom de « switch » (figure 25A). Cependant, récemment, d‟autres mutations fortement 
impliquées dans le switch en dehors des positions 11,24 et 25 sur la boucle V3 ont été 
rapportées. Ces mutations sont : 301N, 302N, 304R, 308R, 309I, 309I, 310Q, 316A, 317F, 
328Q
270
. Ceci élargit le champ des mutations potentiellement impliquées dans le switch et la 
résistance aux inhibiteurs de CCR5. Par ailleurs, il est probable que le principal mécanisme de 
résistance soit la sélection de souches CXCR4 préexistantes
274
 par  la pression de sélection en 
présence des inhibiteurs de CCR5 (figure 25B). Ceci a été démontré lors d‟analyse clonale de 
souches émergentes suite à l‟échec au  traitement par le maraviroc lors d‟un essai clinique275. 
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Figure 25: Mécanisme de résistance aux corécepteurs CCR5. A) changement de corécepteurs 
avec utilisation CXCR4. B) Sous pression, les inhibiteurs de CCR5 éliminent (croix bleues) les 
virus R5, favorisant ainsi l‟émergence des virus X4. Image originale de Dr Anne Geneviève 
Laboratoire de virologie Hôpital Pitié-Salpêtrière Paris). http://www.infectiologie.com/site/ 
medias/enseignement/seminaires_desc/2008-mai/rARV-descmai08-marcelin.pdf 
 
 
La deuxième voie de résistance est l‟apparition des mutations qui rendent possible l‟utilisation de 
CCR5 malgré la présence de l‟inhibiteur276 (figure 26). Deux sites distincts sont impliqués dans 
la liaison de gp120 avec CCR5, le « bridging sheet » et la boucle V3. Le bridging sheet se lie a la 
partie N-terminal de CCR5 tandis que la boucle V3 établit une liaison avec le domaine ECL2. 
Plusieurs études montrent que les inhibiteurs de CCR5 modifient surtout la configuration 
d‟ECL2277-279. Ainsi, le mécanisme de résistance avancé suite à ce constat est que le virus 
utiliserait moins l‟ECL2 et devient plus dépendant de la liaison N-terminale de CCR5 pour 
l‟infection. Ainsi, pour ces virus résistants l‟interaction de V3 avec ECL2 n‟est plus nécessaire 
pour l‟infection280. Cette hypothèse est soutenue par le fait que le VIH-1 et VIH-2 débarrassés de 
la boucle V3 sont capables d‟infecter les cellules et de se répliquer278, 279. Une autre possibilité 
est le fait que les mutations peuvent changer la conformation de la boucle V3 en lui donnant 
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l‟aptitude d‟interagir avec le CCR5 malgré le changement de conformation de ce dernier par la 
présence de l‟inhibiteur.  
  
 
 
Figure 26. Mécanisme de résistance aux corécepteurs CCR5 avec utilisation de CCR5 des 
malgré la présence de  l‟inhibiteur. Image originale de Dr Anne Geneviève Laboratoire de 
virologie Hôpital Pitié-Salpêtrière Paris). http://www.infectiologie.com/site/medias/ 
enseignement/seminaires_desc/2008-mai/rARV-descmai08-marcelin.pdf 
 
 
Plusieurs mutations impliquées dans la résistance aux inhibiteurs de CCR5 sont observées. 
Certaines mutations sont spécifiques aux inhibiteurs. In vivo, plusieurs mutations au niveau de la 
boucle V3 comme G11S + I26V, S18G + A22T, A19S + I26V, I20F + A25D + I26V et  I20F + 
Y21I jouent un rôle important dans la résistance au maraviroc chez les virus R5
281
. Par contre, in 
vitro, c‟est l‟émergence des mutations A21T et I28V au niveau de la boucle V3 qui est associée à 
la résistance au maraviroc
282. L‟émergence in vivo de certaines mutations au niveau de la boucle 
V3 conférant la résistance au vicriviroc a été aussi décrite. Il s‟agit des mutations K10R, T12I, 
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F21I, T23R et G24E. Ces mutations entrainent une résistance partielle au vicriviroc et totale 
quand elles sont associées à la mutation S11P
283
.  
 
Très récemment, dans notre laboratoire, l‟étude de Milan et al a montré que plusieurs mutations 
au niveau des boucles V1-V5 et de gp41 après passage in vitro du virus CC1/85 avec des 
concentrations croissantes de maraviroc étaient associées à la résistance à cette molécule. La 
mutation V169M au niveau de la boucle V2, L371W au niveau de V3, I412T pour V4, K467T, 
D468N, T469N, S470 et T474N pour la boucle V5 ont été observées. Les mutations A621T, 
E671A, L785W, L829I, I838V et Y846C ont été observées au niveau de gp41. Le test 
phénotypique a montré que les mutations V169M (V2) et L317W (V3) étaient associées à une 
faible augmentation du FC avec 1,11 et 1,33 respectivement comparativement au type sauvage. 
Par contre, la mutation I412T au niveau de la boucle V4  était associe à une importante 
augmentation de FC= 3,2 comparer au type sauvage. Ceci montre que la mutation I412T a un 
impact au niveau de la résistance au maraviroc
284
. Cependant, la signification clinique de la 
plupart des mutations aux inhibiteurs de CCR5 reste inconnue
213
. 
 
 
 
1.5.2.2.7 Résistance aux inhibiteurs de fusion (T20) 
La dernière étape de l‟entrée du virus est la fusion assurée par gp41 de l‟enveloppe virale. Après 
fixation au corécepteur, le gp120 change encore de conformation libérant ainsi gp41 qui 
s‟enfonce dans la membrane cellulaire. Par la suite, il se replie sur lui-même par interaction de 
deux portions, le HR1 et le HR2 induisant ainsi le rapprochement des deux membranes virale et 
cellulaire. Les inhibiteurs de fusion empêchent ce repliement et par conséquent la fusion. La 
93 
 
 
seule molécule approuvée dans cette classe est l‟enfuvirtide. L‟enfuvirtide est un peptide de 
synthèse de 36 acides aminés qui mime la portion RH2 de gp41 et se lie sur la portion HR1, 
empêchant ainsi la fusion. 
 
Le mécanisme de résistance à l‟enfuvirtide est lié à l‟apparition de mutations dans la portion 
HR1 au niveau des acides aminés 36 à 45
285
. Ces mutations empêchent la fixation de 
l‟enfuvirtide et conduisent donc à la résistance à cette molécule. Plusieurs autres mutations 
toujours dans la portion RH1 comme Q40H/K/P/T, N42D/T, N43D/K/S, N42T+N43S, L44M et 
L45M ont été observées comme étant associées à la résistance à l‟enfuvirtide286 (figure 27)213. 
 
 
 
 
 
Figure 27. Mutations de résistance a l‟enfuvirtide selon «international AIDS society» 2011213 
 
 
1.5.2.3 Types de résistance 
Trois grands types de résistance ont été décrits à ce jour. La résistance aux antirétroviraux peut 
être naturelle, primaire ou secondaire.  
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1.5.2.3.1 Resistance naturelle 
La résistance naturelle est un manque total de sensibilité du virus aux traitements antirétroviraux. 
C„est le cas par exemple du groupe O du VIH-1 ou encore le VIH-2 qui résistent naturellement 
aux INNTI. Ces deux virus portent de façon naturelle un polymorphisme en position 181 où la 
tyrosine est remplacée par la cystéine/isoleucine ou encore la leucine à la place de la tyrosine en 
position 188
287
. Les résistances naturelles sont simplement le reflet que les médicaments 
antirétroviraux sont développés à partir des sous type B. Étant donné que la différence au niveau 
du génome entre les virus de groupes différents de même type est déjà significative, il est évident 
d‟observer une très grande différence entre les virus de type différents comme le VIH-1 et le 
VIH-2. Par exemple, le groupe O du VIH-1 montre une homologie de seulement 50% avec le 
groupe M. De ce fait, il n‟est pas étonnant d‟observer de telles conséquences sur les traitements.  
 
 
1.5.2.3.2 Résistance primaire 
La résistance primaire est définie comme une résistance à une ou plusieurs classes de 
médicaments antirétroviraux observée chez les patients non précédemment exposés à un 
traitement ARV. Elle est consécutive à une transmission de souches déjà résistantes. Le premier 
cas de la transmission de virus résistant a été observé avec la thérapie utilisant l‟AZT288. 
Aujourd‟hui, la transmission de la résistance est devenue un phénomène courant à cause d‟une 
large utilisation des ARV
289
. De ce fait, le suivi de ce type de résistance devient essentiel, surtout 
dans les pays où la disponibilité des médicaments de deuxième ligne est limitée et où le bon 
choix de première ligne est vital pour un traitement efficace
289. C‟est ainsi que l‟Organisation 
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Mondiale de la Santé (OMS) recommande la surveillance de la transmission de la résistance 
comme approche globale de soins pour le VIH dans les pays à ressources limitées
290
.  
 
Plusieurs facteurs contribuent à l‟émergence de la résistance dans une population donnée. Elle 
est surtout liée au nombre de patients recevant le traitement antirétroviral, à l‟adhérence au 
traitement, et à l‟efficacité des régimes utilisés289. Par ailleurs, l‟utilisation de la névirapine en 
monothérapie a beaucoup contribué à l‟émergence de virus résistants et par conséquent favorise 
leur transmission. Ainsi, dans les régions où le traitement antirétroviral est disponible depuis 
longtemps comme les pays industrialisés, la prévalence de la résistance primaire peut atteindre 
les 25%
291, 292
. Aux États-Unis, elle se trouve entre 16-25%
 
et 9-14% en Europe occidentale
289
. 
Au Canada, la résistance primaire a subi une diminution dramatique en 2003. La prévalence, qui 
était de 13% entre 1997-2000, est passée à 4% entre 2001-2003. Ceci coïncidait avec une 
diminution de la charge virale chez les patients chroniquement infectés à cause de l‟accès 
systématique de génotypage et la disponibilité des antirétroviraux puissants
293
. Toutefois, la 
prévalence s‟est stabilisée autour de 9% selon le rapport 2010 Sante Canada294. Dans les pays à 
ressources limitées, il est probable que l‟émergence de la résistance évoluera en fonction de 
l‟accès aux traitements. La prévalence de cette résistance primaire a été peu étudiée en Afrique. 
Toutefois, les quelques études semblent montrer que la transmission de la résistance semble être 
une réalité.  
 
Les modèles mathématiques avaient prévu une prévalence <5% dans les pays a ressources 
limitées avec une large utilisation des ARV
295, 296
. Dans le cadre de la surveillance de la 
résistance, l‟OMS s‟est fixé comme objectif de ne pas dépasser ce seuil (5%) 297 
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Malheureusement, plusieurs pays d‟Afrique subsaharienne ont franchi cette estimation. Le 
tableau 2 montre les prévalences de quelques pays d‟Afrique subsaharienne298-307. Certains pays 
comme le Burkina Faso, le Mali, l‟Ouganda et l‟Afrique du Sud montrent même une 
augmentation de la prévalence dans le temps. Cependant, la plupart de ces études sont réalisées 
sur un nombre d‟échantillons limité. 
 
L‟Afrique vient de commencer la thérapie antirétrovirale et des prévalences supérieures à 5% 
peuvent être considérées alarmantes, si l‟on sait que l‟accès aux thérapies de deuxième ligne est 
difficile. Ces données supportent les recommandations de l‟OMS pour la surveillance de la 
transmission de la résistance dans les pays en développement 
Les mutations fréquemment observées sont généralement en rapport avec les médicaments 
utilisés dans les différentes régions. Dans la revue de littérature de Phillip, la mutation M184V, 
qui entraîne la résistance à la lamivudine et l‟emtricitabine, était fréquemment observée dans 
plusieurs études réalisées en Afrique subsaharienne
289. D‟autres mutations comme le M41L, 
K219E/N/Q/R et T215/F/Y/C/D étaient observées au niveau des INTIs. Au niveau des INNTIs, 
les mutations K103N, Y181C et Y188C/H/L étaient les plus fréquentes. 
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Pays Années de l’étude Nombre de patients Prévalence 
(%) 
Références 
Burkina Faso 2006 97 (naïfs) 8,2 Vergne et al
298
 
Burkina Faso 2009 104 (naïfs) 12,5 Denis et al
299
 
Mali 2007 98 (naïfs) 2 Derache et al
300
 
Mali 2008 198 (naïfs) 11,5 Derache et al
301
 
Ouganda 2008 46 nouvellement infectés <5 Ndembi et al
302
 
Ouganda 2011 77 nouvellement infectés 8,6 Ndembi et al
303
 
Cameroun 2006 102 patients (naïf) 7,8 Vergne et al
298
 
Côte d’ivoire 2003 107 (naïfs) 5,6 Thomas et al304 
Côte d’ivoire 2007 100 (naïfs) 6 Thomas et al305 
Afrique du 
sud 
2009 425 (naïfs) 2,3 Huang et al
306
 
Afrique du 
sud 
2011 408 nouvellement 
infectés 
7 Price et al
307
 
Tableau.2 : Prévalence de la résistance primaire dans quelques pays d‟Afrique subsaharienne. 
 
Concernant les IP, les mutations accessoires étaient majoritairement observées par rapport aux 
mutations majeures
289
. Cela pourrait être lié à une barrière de résistance plus élevée des IP. De 
plus, les IP sont moins utilisés en première intention surtout dans la thérapie en Afrique.   Ces 
données nous montrent combien il est important de mesurer la résistance primaire. Une bonne 
connaissance de celle-ci permet d‟évaluer de façon indirecte l‟efficacité des traitements et de 
déterminer les traitements optimaux pour des régions données afin d‟agir sur le risque de 
transmission.  
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1.5.2.3.3 Résistance secondaire 
On parle de résistance secondaire lorsque les mutations de résistance sont sélectionnées sous la 
pression médicamenteuse chez un patient recevant un traitement antirétroviral. Plusieurs facteurs 
sont responsables de l‟émergence des mutations de résistance chez un patient. L‟utilisation d‟une 
mauvaise combinaison d‟ARV, l‟adhésion aux traitements, les interruptions de traitement et 
l‟insuffisance des concentrations plasmatiques du médicament sont autant de facteurs qui 
influencent l‟émergence de mutations de résistance. Les mutations de résistance sont observées 
partout où les ARV sont utilisés. Leur prévalence est variable en fonction des régions et de la 
durée de suivi des patients. La plupart des études ne sont pas effectuées sur une même durée et 
compliquent les comparaisons de prévalence. Toutefois, il est connu que la prévalence de la 
résistance augmente au fil du temps. Les études effectuées approximativement dans le même 
temps montrent des prévalences comparables entre les pays industrialisés et les pays en 
développement. Par exemple en Côte d'Ivoire, une étude a montré une prévalence de 26,6% sur 
24 mois de traitement
308
. Cette prévalence est comparable au 33,9% observé en Italie sur 24 mois 
de traitement
309
. Mais, elle est surtout comparable au 25% observé au Canada en 2005 chez 1191 
patients utilisateurs de drogues injectables (UDI) suivis pendant 30 mois de traitement avec le 
même régime thérapeutique (stavudine/lamivudine/nevirapine) largement utilisé dans les pays à 
ressources limitées
310
. Lima et al ont effectué récemment une étude sur la résistance secondaire 
au Canada auprès de 1820 patients suivis pendant 7 ans (2000-2007): 833/1820 des patients avait 
une mutation de résistance à au moins une des trois classes de médicaments (INTI, INNTI et PI) 
utilisés dans cette étude, soit une prévalence de 46%
311
. Cependant, cette valeur doit tenir compte 
du temps de suivi. L‟étude en Côte d‟Ivoire a montré une augmentation de près de deux fois par 
année de suivi, soit 14,2% en 1 an à 26,6% après 2 ans
308
. Considérant cette étude sur 7 ans, la 
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prévalence de la résistance secondaire au Canada peut être considérée acceptable. Ceci peut être 
le fruit des meilleures conditions de suivi et la disponibilité des IPs renforcés par le ritonavir 
dans les régimes thérapeutiques dans ce pays. 
 
 
1.5.2.4 Méthode d’évaluation de la résistance 
Les mutations touchent toutes les protéines cibles du VIH comme la transcriptase inverse, la 
protéase et l‟intégrase. Les mutations de résistance sont une menace importante contre les 
avancées effectuées dans la thérapie antirétrovirale. Ainsi, leur détermination est une priorité 
pour améliorer l‟efficacité des traitements. Aujourd‟hui, deux méthodes sont utilisées pour 
évaluer les mutations de résistance : le test phénotypique et le test génotypique.  
 
 
1.5.2.4.1 Test phénotypique 
Le test phénotypique mesure la production du virus, en culture cellulaire exposé à des 
concentrations croissantes d‟antirétroviraux. On détermine ainsi les concentrations inhibitrices 
50% et 90% (CI50  et CI90), capables d‟inhiber respectivement dans 50 et de 90% de la réplication 
virale. Les virus résistants sont capables de se multiplier en présence d‟une concentration 
d‟antirétroviraux qui inhibent la réplication des virus sensibles. Ce phénomène se traduit par une 
augmentation de la CI50 ou de la CI90 par rapport à une souche sensible de référence ou une 
souche du même patient obtenu précédemment. La technique la plus utilisée actuellement repose 
sur la production de virus recombinant à partir de l‟ARN viral plasmatique des patients. 
L‟interprétation des tests phénotypique est basée sur la mesure du FC, défini comme le rapport 
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des IC50 du virus mutant par rapport au type sauvage. Cette interprétation utilise également des 
valeurs seuil biologique ou encore clinique. La valeur seuil biologique est déterminée à partir des 
virus des patients naïfs de tout traitement antirétroviral et basée sur la variation naturelle de la 
sensibilité phénotypique des médicaments. La valeur seuil clinique, quant à elle, est déterminée à 
partir des virus des patients sous traitement antirétroviral et basée sur la variation de la sensibilité 
phénotypique des médicaments avant et après la perte de la réponse virologique. Les tests 
phénotypiques montrent une certaine limite, surtout par rapport à l‟établissement  et la validation 
des valeurs seuil
312
. Par exemple, certaines mutations transitoires ne montrent aucun effet par les 
tests phénotypes, et pourtant pourraient finir par être des mutations de résistance. L‟exemple 
parfait est la mutation en position 215: Bien que les mutations T215C/D/E/S n‟entraînent pas de 
résistance phénotypique aux INTIs, elles sont transitoires vers le codon sauvage 215T ou vers les 
mutations T215Y/F qui entrainent la résistance aux INTIs. 
 
 
1.5.2.4.2 Test génotypique 
Le test génotypique est basé sur l‟analyse des séquences des gènes viraux ciblés par la thérapie. 
Elle cherche la présence de mutations à l‟origine des résistances phénotypiques ou cliniques. Ce 
test détermine si les codons sont de type sauvage, muté ou mixte. L‟analyse des séquences est 
assurée par la technique de séquençage qui permet de connaitre l‟enchainement des nucléotides 
dans l‟ADN.  
 
Le séquençage a été découvert en 1977 par deux équipes différentes qui ont mis au point deux 
méthodes distinctes. L‟équipe de Maxam aux États Unis a développé une méthode basée sur la 
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dégradation chimique de l‟ADN, alors que l‟équipe de Sanger en grande Bretagne utilisait la 
synthèse enzymatique. Les deux équipes ont été récompensées par le prix Nobel de chimie en 
1980. Aujourd‟hui appelée séquençage conventionnel, la méthode de Sanger a eu plus de succès.  
Ici, nous nous focaliserons sur cette méthode. Rappelons que la synthèse de l‟ADN se fait par 
polymérisation des nucléotides grâce à l‟ADN polymérase. La synthèse est initiée à partir d‟une 
amorce en présence des nucléotides. Les nucléotides sont incorporés via leur groupement OH en 
position 3‟. Ainsi, le principe du séquençage de Sanger est basé sur l‟utilisation des nucléotides 
modifiés en position 3‟ ou le groupement OH est remplacé par un H. Ces nucléotides peuvent 
être aussi fluorescents par l‟utilisation de fluorochrome de couleurs différentes pour permettre 
leur identification. Les nucléotides modifiés sont appelés terminateur de chaine, car leur 
incorporation dans la nouvelle chaine entraine l‟arrêt de la polymérisation. Il en résulte des 
fragments de tailles différentes qui sont séparés par électrophorèse sur gel. La révélation se fait à 
l‟aide d‟un lecteur de couleur et l‟interprétation des résultats se fait avec des programmes 
informatiques. Aujourd‟hui, la méthode de Sanger est entièrement automatisée. Par contre, la 
limite majeure de cette technique est son incapacité à détecter les séquences présentes 
minoritairement dans la population de séquences. Dans le cas du VIH, il a été montré que le 
séquençage conventionnel ne permet pas de détecter les populations minoritaires <10-20% de la 
population totale
313
. Toutefois, ces populations minoritaires sont cliniquement pertinentes, 
puisque sont souvent responsable d‟échec virologique pour un nouveau traitement314.  
 
Une autre méthode de séquençage différente de celle de Sanger et qui est de plus en plus utilisée 
aujourd‟hui est le pyroséquençage. Cette technique suit les mêmes étapes que celle de Sanger. À 
la différence de Sanger, la révélation dans cette technique est immédiate. Le principe est basé sur 
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la mesure de l‟activité de la polymérase en temps réel. Pour cette raison, cette technique est 
souvent appelée séquençage en temps réel. Dans la pyroséquençage, les nucléotides sont ajoutés 
un à la fois dans le milieu réactionnel qui est composé de l‟ATPsulfurylase, la luciférine et la 
luciférase. Une fois un nucléotide ajoute, s‟il correspond à celui attendu par la polymérase, il est 
incorporé. Cette incorporation entraine la libération du pyrophosphate (ppi). Le ppi est ensuite 
transformé en ATP par l‟ATPsulfurylase. L‟ATP est ensuite couple à la luciférine par la 
luciférase (Figure 28) 
315. Le résultat de cette réaction est la libération de l‟oxyluciférine qui émet 
un signal lumineux qui est capté par CCD (Charge Coupled device) et reproduit un 
chromatogramme. Au contraire, c‟est à dire si le nucléotide n‟est pas attendu et donc non 
incorporé, il est éliminé immédiatement par l‟Apyrase. Un autre nucléotide est ajouté dans le 
milieu réactionnel jusqu'à correspondance de celui attendu par la polymérase. C‟est une 
technique qui est beaucoup utilisée dans le séquençage en profondeur ou « deep séquençage ». 
 
Dans le but de séquencer le génome de l‟homme Neandertal, la compagnie Life Science s‟est 
lancée dans la recherche de nouvelle technologie afin d‟améliorer l‟efficacité des techniques 
existantes. Ainsi, a vu le jour le projet 454 (Four Five Four : Facile, Fonctional and Founding). 
Grâce aux expériences existantes du séquençage conventionnel et l‟aide de la nanotechnologie, 
l‟ultra deep séquençage est née. L‟innovation vient de la nanotechnologie avec l‟utilisation de la 
technique des plaques en fibre optique pico titré. Chaque plaque contient 1,6 million de puits 
capable de contenir un seul ADN couplé à une bille. Le principe de cette technique se 
décompose en trois grandes étapes.  
 La première étape est la fragmentation de l‟ADN en morceaux de 400 à 600 paires de 
bases. Ensuite, les fragments sont conditionnés pour le reste du processus par l‟utilisation 
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de deux types d‟adaptateurs. Ces adaptateurs sont des minis séquences d‟ADN. Un 
premier type d‟adaptateur permet de fixer les fragments sur les microbilles. Pour 
l‟occasion, ces microbilles possèdent à leurs surfaces des amorces complémentaires pour 
un seul adaptateur. Remarquons qu‟il y aura autant d‟adaptateurs que de fragments. Ceci 
permet donc de fixer un seul fragment d‟ADN adapté.  
 Le deuxième type d‟adaptateur est général et sert d‟amorce pour le séquençage. La 
deuxième étape est une amplification des fragments par PCR.  
 Enfin l‟étape de séquençage qui utilise la technique de pyroséquençage décrit ci-haut. 
 
L‟ultra deep pyroséquençage est un outil important pour la virologie. Nous avons vu 
précédemment que le séquençage conventionnel n‟arrive pas à séquencer les populations 
minoritaires des quasi-espèces virales du VIH. Étant plus sensible, car chaque molécule d‟ADN 
est amplifiée séparément, le deep séquençage trouve son heureuse application dans ce domaine. 
D‟ailleurs, une étude effectuée récemment sur les échantillons de patients a montré que l‟ultra 
deep séquençage détecte 392 variantes des populations minoritaires présentes à moins de <20%. 
Par contre, la méthode conventionnelle ne détectait que 2 de ces 392 variantes
316
. Par ailleurs, 
une étude comparative récemment réalisée auprès de 1397 patients a été réalisée entre la 
méthode de Sanger et l‟ultra Deep séquençage. Les résultats indiquent que la majorité des 
mutations détectées par l‟ultra deep séquençage échappaient à la méthode de Sanger. L‟ultra 
Deep séquençage avait détecté 28% des mutations contre 14% pour la méthode Sanger
317
. 
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Figure 28. Pyroséquençage et la technique de séquençage Roche/454. A, B) technique de 
pyroséquençage. C) pyroséquençage utilisé par Roche/454. D chromatogramme. Tiré de Metzker 
ML. Nat Rev Genet 2010
315
. Avec la permission de Nature Publising Group. 
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En outre, la PCR allèle spécifique est une autre technique utilisée pour l‟étude des populations 
minoritaires de VIH. Le PCR allèle spécifique est une technique basée sur l‟utilisation d‟amorce 
spécifique à une mutation. Dans cette technique, les amorces sont choisies en fonction de la 
mutation. Elles sont donc complémentaires à la région variable contrairement à la PCR normale 
ou les amorces sont choisies en fonction des régions constantes du génome. En effet, cette 
technique est surtout utilisée pour la recherche de mutations ponctuelles ou « single nucleotide 
polymorphism » (SNP).  
 
Présentement, elle trouve son application en virologie dans la recherche de mutations spécifiques 
au sein de la population minoritaire inaccessible par la méthode de séquençage conventionnel. 
Très récemment Wainberg et al ont montré en utilisant cette technique que la mutation M184V 
était présente chez les patients nouvellement infectés, alors que cette mutation est moins 
fréquemment observée chez ces patients par le séquençage conventionnel. Dans cette étude, les 
auteurs ont trouvé que 23% des patients avaient la mutation M184V en appliquant la méthode 
PCR allèle spécifiques contre 7% seulement quand la méthode de séquençage conventionnel est 
utilisée
318
. 
 
 
1.5.2.4.3 Interprétation des tests de résistance 
L‟ensemble des mutations est regroupé en profil de mutation. Ces profils comportent une ou 
plusieurs mutations associées à la résistance à chacune des molécules d‟ARV.  Les profils de 
mutations de résistance sont complexes. Cette complexité a conduit la mise en place des bases de 
données et l‟élaboration des algorithmes permettant leur interprétation. Les algorithmes mettent 
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en corrélation des informations issues des expériences de test de sensibilité aux médicaments in 
vitro pour chaque molécule (phénotype), l‟histoire thérapeutique des patients et les tests 
génotypiques
289
. Ainsi, plusieurs algorithmes ont vu le jour, notamment l‟algorithme de « Los 
Alamos HIV-1 resistance mutation database » (version 2009), de « Stanford HIVdb drug 
resistance interpretation algorithm » (version 6.05), de « International AIDS Society-USA (IAS-
USA) », de « Rega Institute drug resistance interpretation algorithm » (Version 8.02) et le 
phénotype virtuel antivirogramme de Virco. Les résultats sont généralement rapportés comme 
étant sensibles, intermédiaires ou résistants. Cependant, l‟interprétation des résultats de 
prédiction peut varier selon les algorithmes. Ceci est beaucoup plus marqué quand ils sont 
appliqués aux sous-types non-B car les algorithmes ont été principalement construits basés sur 
des résultats provenant de sous-type B. L‟étude de Yebra et al en 2010, auprès de 354 patients 
naïfs, dont 128 infectés par un sous-type B et 226 par un sous-type non-B a montré que les 
algorithmes affichent un haut niveau de discordance quand ils sont appliqués aux sous-types 
non-B
319
. Très récemment une autre étude a révélé une large discordance des algorithmes dans 
leur interprétation de résistance chez le groupe O du VIH-1. Les mutations mineures au niveau 
de la protéase constituaient 75% de discordance entre les algorithmes
320
. Ce constat est en fait 
général, car plusieurs polymorphismes sont observés au niveau de la protéase. À cause des 
divergences et dans le but d‟harmoniser les interprétations de la résistance à des fins de 
surveillance épidémiologique,  l‟OMS a donné une définition aux mutations de résistance en se 
basant sur quatre critères essentiels et en utilisant les plus grands algorithmes comme IAS-USA, 
Los Alamos HIV Sequence Database, HIVdb drug resistance interpretation algorithm (Version 
4.1.9), ANRS drug resistance interpretation algorithm (Version 2005.07) et Rega Institute drug 
resistance interpretation algorithm
321
. Le premier critère est que la mutation doit être associée à 
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la résistance. Le deuxième indique que la mutation ne doit pas être polymorphique. Le troisième 
critère est que la mutation doit être sous type indépendant. Enfin, le quatrième indique que la 
mutation doit être observée sous pression médicamenteuse. Cependant, tout comme les 
algorithmes, le troisième critère pose un problème dans cette définition, car plusieurs études 
montrent maintenant que les mutations peuvent être sous-type dépendant. 
 
 
1.5.2.5 Résistance et diversité  
La majorité des infections par le VIH dans le monde est due aux sous-types non-B du VIH-1
322
. 
Cependant, les médicaments antirétroviraux ont été développés à partir des connaissances sur les 
sous-types B. De plus, les sous-types B ont bénéficié de plus d‟études sur la résistance 
comparativement aux sous-types non-B. Ainsi, la connaissance des mutations de résistance chez 
le sous-type non-B du VIH-1 et leur pertinence clinique est limitée.  Il est possible que la grande 
diversité du virus puisse entrainer des voies différentes de mutations de résistance entre sous-
types.  
 
Les toutes premières études montraient déjà une différence par rapport aux INNTIs. En 
Ouganda, les données issues des études sur la nevirapine en monothérapie chez les femmes 
enceintes ont montré plus de cas de résistance chez les femmes infectées par le sous-type C que 
celles infectées par les sous type A ou D
323. Par la suite, d‟autres études ont montré plusieurs 
différences de mutations de résistance entre les sous-types B et non-B. 
Différences de mutations au niveau des INNTIs 
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 Plusieurs études ont montré que la mutation V106M est fréquemment observée chez le 
sous-type C et CRF01_AE au cours du  traitement avec l‟efavirenz ou nevirapine324, 325.  Par 
exemple, l‟étude de Marconi en 2008 sur 124 patients infectés à 97,4% par le sous-type C, 19,1% 
avait la mutation V106M
324. Toutefois, cette mutation n‟est pas observée chez le sous-type B. Ce 
dernier développe plutôt la mutation V106A principalement associée à la résistance à la 
nevirapine, mais pas à l‟efavirenz326. Une explication possible de cette différence réside aux 
nombres de changements pour aboutir à la mutation. En effet, la valine (V) en position 106 pour 
le sous-type B est code par un GTA contre un GTG pour le sous-type C. Dans les deux cas, il 
faut une seule transition pour avoir l‟alanine (GTA en GCA) pour le B et la méthionine pour le C 
(GTG en ATG) 
327
. En revanche, il faut deux transitions pour avoir une méthionine chez le sous-
type B (GTA en ATG). La même situation est observée pour avoir l‟alanine chez le sous type C 
(GTG en GCT, GCC, GCA et GCG). En outre, une étude récente réalisée en 2011 au Nigeria 
avec 338 patients vient de montrer que le polymorphisme V106I est significativement observé 
chez le sous-type G comparativement à d‟autres sous-types (p=0,01) 328.  
 La même étude au Nigeria a montré également que le polymorphisme V90I est 
significativement observé chez le CRF02_AG comparativement à d‟autres sous types (p=0,003) 
 La mutation G190A a été fréquemment observée chez le sous-type C après échec aux 
traitements contenant les INNTIs (nevirapine, efavirenz) en Inde et Israël
329, 330
. Une large étude 
de Kantor comparant 3686 patients infectés avec un sous-type non-B et 4769 patients avec un 
sous-type B a montré que la mutation G190A est fréquente chez le CRF01_AE que dans le sous-
type B
331
. La même étude a également montré que la mutation G190E associée à la résistance 
aux DLV et ETR est fréquemment observée chez le sous-type C. 
Différences de mutations au niveau des INTIs  
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Au niveau des INTIs, les études ont également montré des différences dans les voies de 
mutations de résistance. 
 Au Botswana, une nouvelle voie de mutation associée au TAM composé de mutations 
67N/70R/T251Y a été observée chez les patients infectés par le sous-type C
332
. Une étude au 
Burkina a montré que les mutations TAM sont fréquemment observées chez le CRF06_cpx que 
chez les CRF02_AG
333
. Au Brésil, une étude a montré que le sous-type F sélectionne 
préférentiellement la mutation en position 211 plutôt que 210 en présence des INTIs
334
. Par 
ailleurs, l‟étude de Kantor a montré que les mutations TAM1 (M41L, L210W et T215Y) étaient 
moins fréquentes chez les patients infectés par les sous-types A, C et D comparativement au sous 
type B
331
. Par exemple, dans la même étude, la mutation M41L a été observée chez 6 patients 
infectés par un sous-type A, chez 14 infectés par un sous-type C et 10 pour les patients avec un 
sous-type D contre 43 patients infectés par un sous-type B.  
 
Une étude au Nigeria vient de montrer que la mutation M41L est rarement observée chez le 
CRF02_AG
328
. Cette même étude a montré que la voie TAM-2 (D67N, T215F, K70R et 
K219Q/E) est moins fréquente chez le sous-type B. Les auteurs ont également trouvé que la 
mutation L210W était significativement observée chez le sous-type A (p=0.001) alors qu‟elle 
était moins fréquente chez le CRF02_AG et le sous-type G. En effet, l‟explication proposée est 
le fait que pour ces deux sous-types, il faut deux mutations, une transition et une transversion 
pour arriver à la mutation L210W contrairement au sous-type A ou une seule transversion est 
suffisante pour l‟apparition de cette mutation. Par ailleurs, nous avons déjà montré dans notre 
laboratoire que cette voie est préférentiellement choisie par les sous-types K
335
. Dans cette étude, 
était inclus 801 patients VIH+ sous traitement AZT/d4T+3TC+EFV/NVP. L‟analyse par 
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séquençage a montré que 26,1% des patients avait un sous-type K (AGK, K et AK) contre 56,5% 
de sous type CRF02_AG. L‟analyse des mutations de résistance a montré que les mutations 
TAM2 étaient observées chez 41,7% de sous-type K contre seulement 19,2% chez le 
CRF02_AG.  
 
 Plusieurs études notamment au Botswana
336 
et Malawi
337 
ont montré une fréquence plus 
élevée de la mutation K65R dans le sous-type C chez les patients sous INTI. L‟étude au 
Botswana a observé cette mutation chez 70% des patients infectés par un sous type C en échec à 
un régime contenant la didanosine et la stavudine. Au Malawi, l‟apparition de la mutation K65R 
a été observée chez 19% des patients infectés par un sous type C sous traitement stavudine, 
lamivudine et nevirapine. Par ailleurs, au Nigeria, il a été montré que 37/338 patients (10,9%) 
avaient la mutation K65R et plus de la moitié 21/37 (56,8%) étaient infectés par le 
CFR02_AG
338 et non un sous type C. Parmi les patients avec cette mutation 35% n‟étaient pas 
sous un régime avec ténofovir, mais stavudine, zidovudine ou lamivudine. Ces observations 
véhiculent deux informations essentielles: la première est que d‟autres sous types que C 
commencent à montrer une fréquence élevée de la mutation K65R. La deuxième est une menace 
de la deuxième ligne thérapeutique, car cette mutation entraine une résistance au ténofovir qui 
est souvent réservé pour la deuxième ligne dans les pays à ressource limitée
328, 338
. En outre, la 
mutation K65R est moins fréquente chez le sous-type A malgré l‟utilisation d‟un traitement 
antirétroviral similaire
339
. 
 
In vitro, la mutation K65R apparait plus rapide chez le sous-type C que le B sous tenofovir. Le 
mécanisme moléculaire proposé est la présence préférentielle de site de pause à la position 65 
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chez le sous-type C. Au regard des codons qui font changer le K en R chez le sous-type B (AAA 
en AGA) et C (AAG en AGG), aucune différence n‟est observée. Dans les deux cas, c‟est le A 
central qui est changé en G. Par contre, l‟étude in vitro de Coutsinos et al a montré la présence 
d‟un fort site de pause au niveau du premier A chez le sous-type C contrairement au sous-type B. 
Cette pause serait responsable d‟une fréquence élevée de cette mutation chez le sous-type C340. 
 
Différences de mutations au niveau des IP 
Les inhibiteurs de protéase montrent une grande différence dans les voies de mutations de 
résistance entre les sous types.  
 D‟abord, plusieurs études ont montré qu‟au cours du  traitement avec nelfinavir (NFV), la 
mutation D30N n‟apparait jamais chez les patients en échec infectés par le CRF02_AG et 
CRF01_AE
341, 342
. Cette mutation est la voie classique de résistance au nelfinavir chez le sous 
type B. La mutation D30N est significativement moins fréquente chez le sous-type C (6%) 
comparativement au sous type B (38%)
 343. Par contre, c‟est la mutation 88S qui a été observée 
chez les patients sous nelfinavir infectés par  le CRF01_AE et chez les patients sous indinavir 
infectés par le sous-type B
341, 342
.  
 La mutation L90M est plus fréquente chez le sous-type F que chez les sous-types B en 
provenance du Brésil
344
. Sous nelfinavir, le sous-type G sélectionne la mutation L90M 
contrairement au sous-type B qui préfère la voie classique avec la mutation D30N. 
 La mutation M89I/V a été observée dans les sous-types F, G et C mais pas dans d‟autres 
sous-types
345
.  
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 La mutation K20R a été observée à plus de 25% chez le sous-type A comparativement au 
sous-type B
328
. Pour K20I, il est largement observé chez les sous-types G, CRF02_AG et 
CRF06_cpx. Par contre, il est complètement absent chez le sous-type A. 
 Plusieurs mutations au niveau  d‟autres positions ont été rapportées. Souvent, ces 
mutations sont considérées comme des polymorphismes chez les sous-types non-B. Par 
exemples, les mutations I13V, M36I et H69K sont observées entre 90 à 100% chez les sous-
types non-B particulièrement le CRF02_AG, CRF06_cpx et le sous-type G
324, 328
. Certaines de 
ces positions sont  étudiées chez le sous-type B et souvent impliquées dans la résistance aux IP. 
Par contre, chez le sous-type non-B, leur implication dans la résistance aux IP reste à déterminer. 
C‟est le cas par exemple de la mutation L10I qui est présente à plus de 25% chez le sous-type A 
comparativement au sous-type B
328
. Il a été aussi montré que les mutations 10I et 10V sont plus 
fréquentes chez le CRF02_AG et le sous-type G
331
. 
 
Des études sont nécessaires pour évaluer l‟impact de la diversité génétique sur la résistance, 
surtout dans les régions où circulent plusieurs sous-types et formes recombinantes
312
. Même si 
les patients infectés par des sous-types non-B répondent aux traitements antirétroviraux actuels, 
il est important de mieux comprendre les voies de résistance chez ces sous-types afin de fournir  
plus de données aux algorithmes d‟interprétation de résistance et améliorer ainsi le traitement 
antirétroviral. 
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1.6 Hypothèses de recherche et objectifs 
 
1.6.1 Hypothèse de recherche 
Depuis peu, l‟accès aux traitements antirétroviraux dans les pays en développement a été facilité 
grâce à des programmes de l‟Organisation Mondiale de la Santé (OMS), du Fonds Mondial 
International (FMI) et du « President’s Emergency Plan For AIDS Relief » (PEPFAR). Dès lors, 
les ARV sont devenus gratuits dans la plupart des pays en développement comme le Mali, 
permettant ainsi  leur utilisation accrue. Cependant, dans ces pays, le manque d'infrastructures 
médicales adéquates, les ruptures de stock, la difficulté à gérer les effets secondaires, et/ou les 
grandes distances à parcourir pour l‟accès aux soins sont autant d‟obstacles pouvant contribuer à 
l‟émergence de la résistance aux ARV. 
 
Plusieurs études suggèrent que les sous-types non-B et B ont des profils différents de mutation 
de résistance aux ARV. Plusieurs polymorphismes ont été également observés chez le sous-type 
non-B du VIH-1, notamment dans le gène de la protéase. Très souvent, les mêmes 
polymorphismes sont observés chez le sous-type B du VIH-1. Certains polymorphismes ont été 
étudiés chez le sous-type B, notamment la mutation L10I/V, dont le rôle a été établi dans la 
résistance aux IPs. Par contre, les connaissances sur l‟impact de ce polymorphisme au niveau des 
sous-types non-B sont très limités et cet aspect est important à caractériser.  
 
Dans ce contexte, nous proposons l‟hypothèse selon laquelle l‟utilisation accrue des ARV dans 
les pays en développement et les différences dans les profils de mutations entre sous-types B et 
non-B entrainent: 1) une prévalence élevée de la résistance et 2) un profil de mutation de 
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résistance spécifique à certains sous-types non-B. Nous avons testé cette hypothèse dans le cadre 
d‟une étude effectuée sur une cohorte de sujets infectés par le VIH-1 de sous-type non-B enrôlés 
au Mali pour recevoir la thérapie antirétrovirale. Trois objectifs ont été proposés pour tester cette 
hypothèse.   
 
1.6.2 Objectifs de recherche 
 Objectif 1: Mesurer la prévalence de la résistance primaire.  
 Objectif 2: Caractériser les voies de résistance chez les patients en échec au traitement. 
 Objectif 3: Déterminer in vitro l‟impact du  polymorphisme L10I/V dans  la résistance 
aux IP chez le sous-type CRF02_AG. 
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2. Résultats 
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2.1 Article1 : Haut niveau de résistance primaire au Mali 
 
 
Ce travail a fait l‟objet de publication dans la revue HIV Medicine (2010 Jul 1;11(6):404-11) et 
l‟article correspondant est exposé ci-dessous dans sa version finale telle que publiée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans cet article, Alpha Haidara en collaboration avec Annie Chamberland et Mohamed Sylla, a 
réalisé les expériences de biologie moléculaire (Extraction d‟ARN, PCR et séquençage) et 
l‟analyse phylogénétique des séquences. Alpha Haidara a également écrit le manuscrit sous la 
supervision de sa directrice de recherche Pr Cécile Tremblay. 
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Abstract 
 
Background 
As access to antiretroviral drugs increases in developing countries, it will become increasingly 
important to monitor the emergence of resistance and to define the molecular pathways involved 
to identify optimal therapeutic regimens. 
 
Methods 
We performed genotypic resistance testing on plasma obtained from 101 HIV-infected treatment 
naive individuals from Mali. Genotyping was carried out using the Virco protocols and HXB2 
was used as the reference strain. 
 
Results 
CRF02_AG was the most common subtype, present in 71.3% of our patient population. Other 
subtypes included B, C, G, CRF06_CPX, CRF09_CPX, CRF01_AE, A2/CRF16_A2D, A1 and 
CRF13_CPX. A total of 9.9% [95% confidence interval (CI) 6.9–12.9%] of patients had at least 
one resistance mutation. The prevalences of mutations conferring resistance to nucleoside 
reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), non nucleoside reverse transcriptase inhibitors 
(NNRTIs) and protease inhibitors (PIs) were 5% (95% CI 0.7–9.2%), 6% (95% CI 1.3–10.6%) 
and 0%, respectively. The most frequent mutations were T215A/Y for NRTIs and K103N/T for 
NNRTIs. One patient harboured three NRTI resistance mutations and one NNRTI mutation. This 
is the first reported case of multi-drug-resistant viral transmission in Mali. Polymorphisms at 
protease codons 10I/V and 33F potentially associated with resistance were observed in 18.8% 
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and 1% of patients, respectively. Several polymorphisms in the C-terminal domain of reverse 
transcriptase were observed: A371V (in 63.4% of patients), G335D (76.2%), E399D (10.9%) 
and G333E (1%). 
 
Conclusion 
Primary resistance was seen in 9.9% of subjects, which is higher than previously reported in 
Mali. Taking into consideration other polymorphisms in protease such as L10I/V and 33F, 
primary resistance could reach 28.7% (95% CI 19.9–37.5%). Our study reflects the need to 
monitor the evolution of resistance on a regular basis and trends of transmitted resistance. 
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Introduction 
The initiation of highly active antiretroviral therapy (HAART) in developing countries where 
HIV-1 non-B subtypes circulate has been associated with good clinical outcomes when 
combined with appropriate clinical follow up [1]. However, as HAART is scaled up, it is 
essential to monitor the emergence of primary resistance, as this may impact on the success of an 
already limited choice of first line therapies in resource-limited settings [2]. Furthermore, studies 
have shown that polymorphisms in non-B subtype genomes can lead to different pathways to 
drug resistance from those found in subtype B HIV-1 [3–5]. We have studied the rate of primary 
resistance in Mali; a resource limited country in West Africa. With a population of 11million 
inhabitants, Mali has an estimated HIV prevalence of 1.3%, representing 146 000 persons 
infected with HIV [6]. The first antiretroviral drugs became available in 1997, followed by roll-
out of HAART through a national treatment programme in 2004 with stavudine, lamivudine and 
nevirapine recommended as first-line treatment [7]. A study in 2006 estimated that the overall 
prevalence of primary resistance in Mali was 11.5% [7]. In the context of the scale-up of 
HAART, we therefore decided to evaluate the evolution of primary resistance in this country. 
 
Methods 
Study population 
A total of 101 antiretroviral-naive HIV-infected individuals from Mali were prospectively 
enrolled in this study. Primary resistance was evaluated during the period from July 2007 to 
October 2008. Individuals were recruited from three different sites in Bamako, Mali‟s capital: 42 
patients were recruited from the Centre d‟Ecoute de Soins, d‟Animation et de Conseil (CESAC), 
which offers diagnostic services and care to HIV-infected individuals of rural and urban origin, 
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43 from the Gabriel Toure Hospital (HGT), and 16 from the Point G Hospital (HPG). HGT and 
HPG are the two largest hospitals in Mali. Although their patient populations are mainly urban, 
they are reference centres and see referrals from the entire country. Plasma obtained from the 
patients were stored at -80°C until they were sent on dry ice for genotyping at the retrovirology 
laboratory at the Centre Hospitalier de l‟Universite de Montreal (CHUM), Montreal, Canada. 
This study was approved by the ethics committees of Mali and CHUM research centre. 
 
Viral extraction, polymerase chain reaction (PCR) and sequencing 
Viral RNA was extracted using the viral QIAamp Spin Mini Kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, 
Canada) and according to the protocol provided by Virco (Mechelem, Belgium). It was then 
amplified using Superscript III HIFI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with primers 5‟out and 
3‟RT (Virco) covering the protease and reverse transcriptase (RT-PR) genes. For the nested 
PCR, we used the expand HF PCR (Roche Applied Science, Quebec, Canada) as the PCR 
enzyme and primers 5‟IN and 3‟IN (Virco). Amplification conditions for the first amplification 
(one-step RT-HIFI) were as follows: pre-PCR, 53 °C for 30 min for reverse transcription and 94 
°C for 2 min for denaturation, followed by 40 cycles (92 °C for 15 s, 55 °C for 30 s and 68 °C 
for 150 s) and then a final extension at 68 °C for 7 min. For the nested PCR, the conditions were: 
pre-PCR, 94 °C for 2 min for denaturation, followed by 30 cycles (94 °C for 15 s, 60 °C for 30 s 
and 72 °C for 2 min) and then a final extension at 72 °C for 7 min. It should be noted that, from 
the 11th cycle, the time of elongation increased by 5 s for each cycle. All samples underwent two 
PCRs followed by a purification step of the nested product. The presence of amplicons was then 
confirmed by separation on a 1% agarose gel. The purification was performed using QIAprep 
Spin Miniprep Kit 50 (Qiagen). Sequencing was performed at Genome Quebec (McGill 
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University and Genome Quebec Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada) using eight 
primers (Virco) covering the PR-RT genes. 
 
Analysis of data 
The sequences were analysed using SEQUENCER 4.5 (Gene Code Software Corporation, Ann 
Arbor, MI, USA). Determination of subtypes and analyses of drug resistance mutations were 
performed using the Virco algorithm (Virconet, www.virconet-start.com). 
 
Phylogenetic analysis 
The sequences were aligned with references representing all subtypes and circulating 
recombinant forms (CRFs) using CLUSTAL W version 1.83 [8], followed by manual alignment 
using BIOEDIT version 7.0.4.1 (IBIS Biosciences, Carlsbad, CA, USA). Subtype references 
were selected from the Los Alamos National Library database for HIV-1 (www.hiv.lanl.gov/). 
The phylogenetic tree was constructed with MEGA software version 4.1 (Biodesign Institute, 
Tempe, AZ, USA), using the Kimura two-parameter model (neighbor joining method) and a 
bootstrap value of 500 replicates. The sequences that were included were the consensus sequence 
for the M group and study sequences (n=101). 
 
Statistical analysis 
Statistical tests were performed using SAS software version 9.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
Some data for one patient were not available, so analyses of age, sex and CD4 cell count were 
performed on 100 patients. Viral load (VL) and resistance prevalence analyses were performed 
on 101patients. These variables are expressed as medians with interquartile ranges (IQRs). The 
123 
 
 
prevalences were determined with a confidence interval (CI) of 95%. The percentage of patients 
with CD<200, between 200-350 and over 350 cells/mL was also calculated. 
 
Results 
Study population 
Among the 101 subjects included in this study, 42 were enrolled at CESAC, 43 at HGT and 16 at 
HPG. Clinical data were lacking for one subject. Among the remaining 100 subjects, 76 were 
women and 24 men. The median (IQR) age was 35 (18–65) years, the median (IQR) viral load 
was 400 000 (225–19 000 000) HIV-1 RNA copies/mL and the median (IQR) CD4 count was 
135 (1–585) cells/mL. Sixtyseven per cent of patients had a CD4 count o200 cells/mL, 21% had 
a CD4 count between 200 and 350 cells/mL and 12% had a CD4 count 4350 cells/mL (Table 1). 
 
Subtype distribution 
All our samples could be amplified and sequenced. The CRF02_AG subtype was identified in 72 
of the 101 samples (71.3%). The distribution of other subtypes was as follows: eight 
CRF06_CPX (7.9%), six B (5.9%), four C (4%), three G (3%), two CRF09_CPX (2%), two 
CRF01_AE (2%), two A1 (2%), one CRF13_CPX (1) and one A2/CRF16_A2D (1%) (Fig. 1) 
 
Resistance mutations 
a) Nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI), nonnucleoside reverse transcriptase 
inhibitor (NNRTI) and protease inhibitor (PI) mutations.  
Table 2 summarizes the drug resistance mutations observed in our cohort. Out of 101 patients, 10 
patients had at least one mutation from one of the three drug classes, with a clear impact on 
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phenotypic susceptibility for the subtypes observed. This represents a prevalence of 9.9% (95% 
CI 6.9–12.9%). The prevalences of mutations associated with resistance to NRTIs, NNRTIs and 
PIs were 5% (95% CI 0.7–9.2%), 6% (95% CI 1.3–10.6%) and 0%, respectively. The most 
frequent resistance mutations were T215A/Y for NRTIs and K103N/T for NNRTIs. One patient 
harboured three NRTI resistance mutations (M41L, M184V and T215Y) and one NNRTI 
mutation (K103N). This is the first reported case of multi-drug-resistant viral transmission in 
Mali. 
 
b) Polymorphisms 
Other changes in the protease gene which have been associated with resistance to PIs in subtype 
B isolates were observed. These were the mutations L10I/V (found in 18.80% of patients) and 
L33F. The effect of these mutations on resistance is not clear for non-B subtypes and they may 
represent polymorphisms. If we take into consideration these mutations as potential resistance 
mutations, the prevalence of primary resistance would increase to 28.70% (95% CI 19.89–
37.53%). Phylogenetic analysis revealed that isolates with the 10I/V mutation were not 
epidemiologically linked. 
 
c) C-terminal domain mutations 
We observed several polymorphisms in the C-terminal domain of the reverse transcriptase gene 
(amino acids 293–560). Recent studies have identified several mutations in this domain 
associated with resistance in subtype B, such as E312Q, G333E/D, G335D, N348I, A360I, 
V365I, T369I, A371V, A376S, T377L, E399D, L469T, Q509L and K558R [39–42]. In our study 
we observed four of these mutations, two of which had particularly high prevalences: G335D 
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(prevalence 76.2%; 95% CI 67.9–84.5%), A371V (63.4%; 95% CI 54–72.8%), E399D (10.9%; 
95% CI 4.8–17%) and G333E (1%; 95% CI 1–1.0%). There is little information about the effects 
of these mutations in the non-B subtype. 
 
Discussion 
We evaluated primary antiretroviral drug resistance in Bamako, Mali using samples collected 
between July 2007 and October 2008. Subtype analysis showed a high frequency of the 
recombinant form CRF02_AG, at 71.3% (Fig. 1). This result is consistent with a recent study 
conducted in Mali, which showed a frequency of 72% [7]. The frequency of this recombinant 
form was 75% in 2005 and 88% in 2002 [9]. There seems to have been a decline in the frequency 
of CRF02_AG over time. This could be attributable to the emergence of new recombinant forms 
such as CRF13_CPX and A2/CRF16-A2D which had not been described in Mali prior to this 
study. These new recombinant forms may reflect the diversification of the HIV-1 epidemic in 
this country, as a result of both migration from neighbouring countries and recombination events 
within the local population. This increasing diversity could lead to the emergence of new 
resistance pathways that could affect first-line therapy in the future. 
 
Several studies have suggested that non-B isolates show a different pattern of resistance 
mutations from subtype B [10, 11]. Reports have shown that the mutation V106M confers 
resistance to NNRTIs in subtype C HIV [12], and is preferentially selected in vivo [13], and that 
the D30N mutation is not preferentially selected in HIV-1 subtype C in the development of 
resistance to nelfinavir [14]. We have previously shown that subtype K reverse transcriptase may 
preferentially select for the thymidine analogue mutation 2 (TAM-2) pathways in the presence of 
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NRTIs [15]. Differences in the way in which resistance evolves among subtypes may mean that 
some second-line regimens will be less effective than previously thought. Moreover, treatment of 
patients with primary resistance will be compromised from the outset, potentially leading to 
onward transmission of drug-resistant HIV. Use of compromised treatment regimens may not 
result in the expected prevention benefits; that is, decreased HIV transmission. The World Health 
Organization (WHO) currently recommends first-line therapy with two NRTIs and one NNRTI, 
a combination with high efficacy, tolerability and simplicity and low cost, and showing high 
adherence to treatment [16]. First-line regimens in Mali are based on this recommendation. 
Antiretroviral drugs have been made available in Mali since 1997, and have been free since 
2004. The recommended first-line regimen is a fixed-dose combination of Stavudine/lamivudine 
/nevirapine, currently prescribed free of charge for the majority of patients. The alternative first 
line regimens are zidovudine/lamivudine/efavirenz and zidovudine/lamivudine/ nevirapine. The 
recommended second- line regimen is abacavir/didanosine/indinavir, and the alternative drugs 
are tenofovir and lopinavir [7] or indinavir/ritonavir. An increase in the prevalence of primary 
resistance could jeopardize these second-line options.  
 
The availability of antiretrovirals has brought great hope to HIV-infected individuals in resource-
limited countries. The emergence and transmission of resistant virus could compromise the 
effectiveness of specific treatments in areas where therapeutic options are limited [17]. There 
were limited data on primary antiretroviral drug resistance before 2000 in these countries [18]. 
Preliminary data suggest that resistance may be emerging in countries currently scaling up access 
to antiretroviral therapy [19]. Data from Africa support this suggestion. Reports from Uganda, 
Rwanda, Mozambique and Zambia have indicated a low prevalence of primary drug resistance 
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mutations among treatment-naive individuals [20]. A recent study showed a rate of primary 
resistance of 0% in Nigeria [21]. The prevalence of primary resistance was estimated to be 4.2% 
in one province of South Africa in 2002–2004 [22] and 4.3% in Congo [23]. Recently, a study in 
Tanzania showed that primary resistance to NRTIs and NNRTIs was detected among 3% and 4% 
of treatment-naive patients, respectively [20]. In West Africa, the prevalence of primary 
resistance is estimated to be 5.6% in Cote d‟Ivoire [24] and 8.3% in Burkina Faso [25]. These 
data support WHO‟s recommendation for surveillance of antiretroviral resistance in developing 
countries such as Mali. 
 
In our study, we found the prevalence of primary resistance to be 9.9% (95% CI 6.9–12.9%). 
This rate is high compared with those found in previous studies conducted in Mali, which 
reported 0% in 2002 [9] and 2% in 2005 [8]. Moreover, if we include the mutations 10I/V and 
33F, the prevalence becomes very high at 28.7% (95% CI 19.9–37.5%), compared with a recent 
study conducted in Mali, which also included the 10I/V mutation and showed a prevalence of 
11.5% in 2006 [7]. This progression could reflect increasing use of antiretrovirals in this country 
as well as in neighbouring countries that have strong migratory ties to Mali. These results are of 
considerable concern, considering the rate of primary resistance in developed countries, which 
ranges between 10 and 20% [26]. 
 
NRTI resistance-associated mutations (M41L, D67N, M184V, L210W, T215A/Y and K219E) 
were present in five patients (Table 2). They were mostly thymidine-associated mutations 
(TAMs) with the exception of one patient who harboured M184V, which confers resistance to 
lamivudine. One patient harboured three NRTI resistance mutations (M41L, M184V and T215Y) 
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and one NNRTI resistance mutation (K103N). This is the first reported case of multidrug- 
resistant viral transmission in Mali. NNRTI resistance mutations (K103N, V108I, V179E and 
Y181C) were observed in six patients (Table 2). Three of them had a K103N/T mutation and the 
other three had V108I, V179E and Y181C mutations. These mutations confer cross-resistance to 
most NNRTIs and could eventually compromise the use of second-generation NNRTIs. The 
patterns of mutations observed in our study are compatible with widespread use of Triomune 
which contains nevirapine, stavudine and lamivudine, and the use of efavirenz and zidovudine as 
first-line therapy in Mali. 
 
We did not observe PI mutations with a clear impact on phenotypic susceptibility. This could be 
a consequence of the limited use of PIs in Mali. However, we observed protease mutations 10I/V 
and 33F in several subjects (Table 2). Although it is unclear whether these mutations represent 
resistance mutations or simply polymorphisms in non-B subtypes, their effects in resistance to 
PIs in subtype B have been well documented [27]. L10I/V was observed in 19 subjects. This 
mutation is associated with low-level resistance to most PIs except darunavir. Several studies 
have associated this mutation with the loss of virological response to nelfinavir [27], saquinavir 
[28], fosamprenavir [29], lopinavir [30], indinavir [31], atazanavir [32] and tipranavir [33]. 
Moreover, the L10I/V mutation was observed at a higher frequency in Mali (18.81%) than in 
Burkina Faso (11.7%) [34], which borders Mali. In order to assess whether there could be a 
founder effect, we performed a phylogenetic analysis which revealed no link between patients 
harbouring drug resistance mutations (Fig. 2). 
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L33F was observed in one patient. It has also been recently reported by Derache et al. [7] in 
Mali. This mutation is associated with low-level resistance to most PIs including lopinavir [35], 
nelfinavir [36], atazanavir [36, 37] and darunavir [38]. As PIs are not widely used in Mali, these 
mutations are more likely to be polymorphisms.  
 
We also observed polymorphisms in the C-terminal domain of reverse transcriptase (amino acids 
293–560): G335D (prevalence 76.2%; 95% CI 67.9–84.5%), A371V (63.4%; 95% CI 54–
72.8%), E399D (10.9%; 95% CI 4.8–17%) and G333D/E (1%; 95% CI 1–1%). Recent studies 
have shown that these mutations are associated with the emergence of resistance to NRTI and 
NNRTI drugs. Brehm et al. [39] showed that mutations A371V and Q509L, in association with 
TAMs, lead to a significant increase in resistance to zidovudine and cross-resistance to 
lamivudine and abacavir, but not to stavudine or didanosine. G335D, when associated with 
TAMs, also causes a surge of resistance to zidovudine [40]. E399D has also been associated with 
resistance to zidovudine and NNRTIs [41]. Recently, Zelina et al. [42] showed that the mutation 
G333D facilitates dual resistance to zidovudine and lamivudine in combination with M184V. 
The high prevalence of these mutations observed in our study raises the question of the role of 
these polymorphisms in non-B subtypes and whether they could contribute to increasing 
resistance to first-line therapies.  
 
In our study, the overall prevalence of primary resistance in Mali was 9.9% (95% CI 6.9–12.9%). 
Considering other mutations in the protease gene that could potentially be involved in resistance 
to PIs, such as 10I/V and 33F, the prevalence would be 28.7% (95% CI 19.9–37.5%). This 
increase in the rate of primary drug resistance in Mali is worrisome in the context of limited 
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treatment options for first-line therapy. It is therefore necessary to regularly monitor the 
development of primary resistance in Mali, and in other resource-limited countries, to better 
inform our treatment strategies. 
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Tables and figures 
 
 
 
 
 
 
 
 
Characteristics Patients 
Number 101 
Women 76(%) 
Men 24(%) 
Age 35 (18-65) years 
CV 400,000 (225-19,000000) copies/ml 
CD4 135 (1-585) cells/mm
3
 
CD4<200 67(%) 
200-350 
 
>350 
21(%) 
 
12(%) 
 
Table 1: Characteristics of patients: age, CD4 count and viral load (CV) are expressed in median 
(inter quartile ranges). Frequency of men versus women is expressed in percentage and 
calculated using 100 patients. 
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ID  patients Clades NRTI mutations NNRTI mutations         PI mutations 
GT2005 G 
 
M41L, T215Y, 
184V    K103N _ 
GT2013 CRF02_AG _    K103N _ 
GT2021 CRF02_AG _ _ L10I 
GT2027 CRF02_AG _   V108I _ 
GT2030 CRF09_CPX _ _ L10I 
GT2034 CRF02_AG _ _ L10V 
GT2044 C K219E _ _ 
GT2045 CRF06_CPX L210W, T215A _ L10I 
CE3001 CRF02_AG _ _ L10I 
CE3002 CRF01_AE _ _ L10V 
CE3003 CRF02_AG _ _ L10I 
CE3006 CRF02_AG _ _ L10V 
CE3012 CRF02_AG D67N, K219E _ _ 
CE3013 CRF02_AG _ _ L10V 
CE3015 A1 _ _ L10I 
CE3017 CRF02_AG _ _ L10V 
CE3020 CRF02_AG _   K103T _ 
CE3033 CRF06_CPX _ _ L10I 
CE3037 CRF01_AE _ _ L33F 
CE3049 CRF09_CPX _ _ L10I 
CE3053 CRF02_AG _ _ L10V 
PG1002 CRF02_AG _ _ L10V 
PG1003 CRF02_AG _ _ L10V 
PG1008 CRF02_AG T215A _ _ 
PG1011 CRF02_AG _ _ L10V 
PG1012 CRF02_AG _ Y181C _ 
PG1013 CRF02_AG _ V179E _ 
PG1019 CRF02_AG _ _ L10V 
PG1021 CRF02_AG _ _ L10I 
 
Table 2: list of mutations observed in this study based on the algorithm Virco. - indicates no 
mutation. GT (Gabriel Touré), CE (CESAC) PG (Point G) followed by the sample number. 
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Figure 1: Frequency of subtypes for 101 subjects. The determination of subtypes was based on 
Virco‟s algorithms. 
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Figure 2: the phylogenetic tree was built with the software MEGA version 4.1, using Neighbor-
Joining method, Kimura two parameter models and bootstrap value of 500 replicates. The 
sequences studied (n = 101) and the references such as M group and recombinant forms (red 
color) were included.  Green color indicates subtypes with 10I/V mutations.  
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2.2 Article 2: Voies de résistance aux antirétroviraux et impact de la mutation L10I/V au 
niveau de la protéase chez le sous type non B. 
 
Ce travail a fait l‟objet d‟une soumission dans la revue Journal of Antivirals & Antiretrovirals et 
l‟article correspondant est exposé ci-dessous dans sa version soumise. 
 
Numero de soumission: Virology-12-32. 
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et séquençage) et l‟analyse phylogénétique des séquences. Alpha Haidara a écrit le manuscrit 
sous la supervision de sa directrice de recherche Pr Cécile Tremblay. 
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Abstract 
 
Background  
Molecular pathways to drug resistance have yet to be fully characterized in HIV-1 non-B 
subtypes. Furthermore, polymorphisms such as protease L10I/V are ubiquitous in non-B 
subtypes, but their biological implications are still unknown. We evaluated resistance pathways 
emerging at treatment failure in a cohort of HIV-infected individuals in Mali, and characterized 
in vitro the role of L10I/V. 
 
Methods 
Genotypic resistance testing was performed on plasma obtained from 132 HIV-infected 
individuals from Mali before and after 9 months of treatment using population sequencing. 
CRF02_AG chimeric viruses containing 10I/V mutants CRF02_AG were constructed using site 
directed mutagenesis and susceptibility to protease inhibitors (PI) as well as replicative capacity 
were determined in a PBMC culture assay. 
 
Results 
At treatment initiation, 11/132 (8.3%; 95% CI 3.6-13.0%) patients harboured resistance 
mutations to NRTI (D67N, T69N, L210W, K219E and T215A) or NNRTI (K103N, V108I and 
V179E). Among these 11 patients, 5 experienced virological failure after 9 months of treatment. 
Overall, 18/132 (14.0%; 95% CI 8.1-19.9%) patients failed at 9 months and resistance mutations 
to NRTI or NNRTI could be identified in 8 (6.10%; 95% CI 2.0-10.2%). NRTI mutation M184V 
was the most commonly observed, followed by NNRTI mutations Y181C and K103N. 
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Polymorphisms in protease such as L10I/V were observed frequently. Their role was evaluated 
in vitro. CRF02_AGwt_10L showed a slight increase in IC50 for darunavir, lopinavir and nelfinavir 
compared to subtype BHXB2_10L with 1.2, 1.3 and 1.5 fold-changes (FC) respectively. Mutant‟s  
viruses CRF02_AGL10I and CRF02_AGL10V showed a slight increase in IC50 for indinavir with 
1.30 and 1.20 FC and a slight decrease in IC50 for lopinavir with 0.78 FC and 0.75 FC 
respectively compared to CRF02_AGwt_10L. We did not observe any difference in replicative 
capacity between CRF02_AGwt_10L and HXB2. However, compared to CRF02_AGwt_10L, 
mutants, viruses CRF02_AGL10I, and CRF02_AGL10V showed a significant reduction in 
replication capacity by 10% (p<0.03) and 12% (p<0.02) respectively.  .  
 
Conclusion 
Primary resistance to NRTI and NNRTI impacts response to treatment. A common 
polymorphism in non-B subtypes, L10V, may affect susceptibility of certain PIs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
143 
 
 
Introduction 
The availability of antiretroviral (ARV) therapy has brought great hope for people infected with 
HIV-1 in resource-limited countries. However, the emergence of drug-resistant virus may 
compromise the effectiveness of treatments in these settings. In our previous study on primary 
resistance in Mali
1
, we observed a prevalence that exceeds twice the 5% threshold set by the 
WHO as part of the Resistance Surveillance. Early studies on secondary resistance to ARV in 
sub-Saharan Africa reported rates of secondary resistance varying between 3.7 to 49% after 24-
163 weeks of highly active antiretroviral treatment (HAART)
 2
. However, ARVs were 
developed, tested and validated on HIV-1 subtype B while patients worldwide are mainly 
infected by non-B subtypes. Otherwise, non-B subtype has several natural polymorphisms in 
viral genes such as RT and PR and can accumulate many of these polymorphisms known drug 
resistance mutation in subtype B
3
. Several studies have shown the impact of this diversity on the 
profiles of resistance mutations to ARVs
4, 5, 6
. We wanted to evaluate whether CRF02_AG 
isolates, which are highly prevalent in West Africa, showed a particular pattern of resistance 
mutations under selective pressure from antiretroviral drugs.  
 
Furthermore, polymorphisms such as protease L10I/V are ubiquitous in non-B subtypes
7, 8, 9
, but 
their biological implications are still unknown for these subtypes. However, several studies have 
shown that, in subtype B isolates, mutation 10I/V is involved in the loss of virologic response to 
most protease inhibitors (PI) except for darunavir
7 and 10-15
.  For example, study of Sevin et al has 
shown in vitro that the mutation at position 10 can increase the IC50 of saquinavir
16
. Perno et al. 
showed that the simultaneous presence of the mutation 10I/V and M36I is strongly associated 
with treatment failure in subtype B infected individuals
7
, while 36I is natural present in 
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CRF02AG. Frequency of L10I/V is increasing in this subtype
1
. However PI-based second-line 
regimens are likely to be increasingly used in West Africa. Thus, we investigated the impact of 
10I/V mutation in vitro on resistance to protease inhibitors in the context of CRF02_AG variants. 
 
Method 
Study Population                                                                                                                       
As part of a cohort of subjects enrolled to receive antiretroviral therapy in Mali, we conducted a 
study to evaluate the profile of resistance mutations occurring in HIV-1 non-B subtype isolates. 
A total of 132 patients HIV-infected individuals from Mali were prospectively enrolled in this 
study between July 2007 and March 2008. Before treatment (T0), we evaluated the presence of 
resistance mutations by sequencing the pol gene and measured the viral load (VL) of all our 
patients. After 9 months of treatment (T3), we assessed also the presence of resistance mutations 
in patients who failed. Treatment failure was defined as a viral load > 400 copies/ml.  
 
Viral load, viral extraction, PCR and sequencing                                                                
Plasma HIV-1 RNA was measured using Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Test version 1.5 
(Roche Diagnostics, Branchburg, New Jersey, USA). The ultrasensitive method was used with a 
limit of detection of 25 copies/ ml. Viral RNA from patients with virologic failure were tested 
for drug resistance. The RNA extraction and the sequencing were performed as described in our 
previous article
1
. Briefly, Extraction of viral RNA was done using QIAamp spin Mini Kit of 
QIAGEN (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) according to the protocol provided by Virco. 
RNA  was then amplified using super script III HIFI one step RT-PCR system with HF expand 
(Invitrogen, California, USA) according to the manufacturer‟s protocol  and using primers 
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provided by Virco. Sequencing was performed at Genome Quebec (McGill University and 
Genome Quebec Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada) using eight primers (provided 
by Virco) covering the PR-RT genes, a total length of approximately 1600 pb with 1-99 aa for 
PR and 1-440 aa. 
 
Site Directed mutagenesis on plasmid CRF02_AG                                                            
CRF02_AG plasmid (p97GH-AG2) was kindly provided by Prof. Mark A. Wainberg (Lady 
Davis Institute for Medical Research, McGill University AIDS Centre). This plasmid already 
contained a valine (CRF02_AGL10V) at position 10 (V) instead of leucine (L). We first mutated 
the valine (V) with leucine (L) to obtain the wild type isolate (CRF02_AG10L) and then we 
mutated L to isoleucine (I) to obtain our second mutant (CRF02_AGL10I). We used the Quick 
Change XL 10 Gold from Stratagene. We followed the manufacturer's protocol for the 
construction of primers and PCR. The primers used for mutation 10I were: 5'-CTCT 
TTGGCAACGACCAATAGTCGCAGTAAGAG-3' and antisense 3'-GAGAAACCGTTGCTGG 
TTATCAGCGTCATTCTC-5'. For the 10L, the primers used were: 5'-CTCTTTGGCAACGAC 
CATTAGTCGCAGTAAGAG-3' and antisense 3‟-GAGAAACCGTTGCTGGTAATCAGCGTC 
ATTCTC-5'. After mutagenesis, the protease gene was cut for each mutant (10L and 10I) with 
BSTB1 (20,000 units/ml, Biolab New England) and EcoRI (100,000 units/ml, Biolab New 
England). Finally, we used T4 DNA ligase (2,000,000 cohesive end units/ml, Biolab New 
England) to insert the mutants‟ protease into the plasmid previously cleared of its original 
protease. Before insertion, all mutations were confirmed by sequencing the gene pol with 
primers covering this region and provided by Virco. Moreover, a subtype B reference HXB2 was 
introduced as a control. 
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Viral Production                                                                                                                            
The viruses were produced by transfection of 293T cells with 10µg of plasmid using 
FuGENE6
17
. After 48 hours, supernatants were harvested and the p24 antigen was measured by 
ELISA (HIV-1 P24 Antigen ELISA test kit-192, Perkin Elmer, USA) following the 
manufacturer‟s instruction to determined viral replication. The infectivity of virus produced was 
determined on CD4+CCR5+CXCR4+ MAGI cells (kindly provided by Dr. Ancuta‟s lab, 
CRCHUM, Montreal, Canada). Viruses recovered from the supernatants were titrated in PBMCs 
using limiting dilution culture method. After 5 days, the titer was measured as the rate of 50% 
tissue culture infectious doses (TCID50/ml) and calculated using the method of Reed & 
Muench
18
. 
 
Protease inhibitors                                                                                                                  
All PI used in our experiments were kindly provided by the National Institutes of Health (NIH): 
amprenavir (APV), atazanavir (ATZ), darunavir (DRV), indinavir (IDV), lopinavir (LPV), 
nelfinavir (NFV) and saquinavir (SQV). The compounds were diluted in dimethyl sulfoxide 
(DMSO) at a concentration of 10 mM and stored at -20 ° C until use. 
 
Determination of IC50 and replication capacity                 
IC50 determination and evaluation of replicative capcity were conducted as previously 
described
19
. Briefly, activated with phytohaemoagglutinin (PHA) for 3 days were infected with 
various viruses (1000 TCID50/ml per 10
6
 cells). Viruses were preincubated with the cells for 2 
hours. The drugs were added simultaneously and cells were suspended in 24-well plates in a final 
volume of 1.0 ml of R-20 medium supplemented with 10% interleukin-2. The cells were then 
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placed in an incubator with 5% CO2 at 37° C. We conducted two experiments and each 
experiment was performed in duplicate. For each experiment, the culture medium was changed 
twice weekly. In addition, a toxicity control was maintained with uninfected cells treated with a 
maximum concentration for each drug. Viruses without cells or drugs were also maintained in 
culture throughout the experiments to take into account the viral carryover. Five different drug 
concentrations were used for each compound.
 
Thus, for APV, concentrations ranges varied from 
0.005 to 0.08μM, ATZ 0.0017 to 0.028μM, DRV 0.001 to 0.016μM, IDV 0003 to 0052, LPV 
0.007 to 0.12μM, NFV 0.00075 to 0.012µM and SQV 0.0025 to 0.04µM. After 7 days, the 
culture supernatant was harvested for determination of virus replication as measured by p24 
antigen ELISA (HIV-1 P24 Antigen ELISA Test Kit-192 Perkin Elmer USA). Cell proliferation 
and viability were assessed by Trypan blue exclusion method. The inhibitory concentrations 50% 
and 90% (IC50, IC90) of each PI were determined by the dose-response analysis using the 
program CalcuSyn for Windows software by T.-C. Chou & M. Hayball (Biosoft, Cambridge, 
United Kingdom)
 20
.  Replicative capacity was determined by measuring the production of p24 
by ELISA (HIV-1 P24 Antigen ELISA Test Kit-192 Perkin Elmer USA). 
 
Data Analysis                                                                                                                    
Viral sequences were analyzed using Sequencer 4.5 software Gene Code Corporation, Ann 
Arbor, MI. Determination of subtypes and the analysis of resistance mutations were performed 
using the Virco algorithm (Virco BVBA, VircoNET2, Belgium). Statistical analysis was 
performed using the statistical package Statistical Analysis System (SAS) version 9.1. Treatment 
failure or not to antiretroviral (ARV), resistance and 50% inhibitory concentration (IC50) were 
considered variables of interest. Treatment failure was defined as a viral load (VL) greater than 
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400 copies / ml. Resistance was determined by the presence of at least one resistance mutation to 
any class of drugs: Nucleoside of Reverse Transcriptase Inhibitor (NRTI); Non Nucleoside of 
Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI); PI according to the Virco‟s algorithm and verified by 
the list of mutations established by the World Health Organization (WHO) and the Internationl 
AIDS Society-USA and Stanford HIV drug resistance database. The IC50 was determined by the 
dose-response analysis using the program CalcuSyn for Windows software by T.-C. Chou & M. 
Hayball (Biosoft, Cambridge, United Kingdom). Mutant‟s viruses were compared to the wild 
type CRF02_AG to assess the impact of these mutations on resistance to PIs tested. A subtype B 
reference HXB2 was introduced in order to compare the sensitivity of PI between subtype B and 
non-B. Fold change (FC) was determined for each PI in mutant‟s viruses compared to wild-type. 
The student t-test was used to compare means of IC50. P value <0.05 was considered statistically 
significant. 
 
Results 
Study population and treatment regimen                                                                             
132 patients were enrolled in this study between July 2007 and March 2008. The characteristics 
of patients at baseline are shown in table.1.  After 9 months of treatment, 78 patients (59.0%;  
95% CI 50.6-67.4%)  had viral loads < 25 copies / ml, 36 (27.0%; 95% CI 19.4-34.6%)  had 25-
400 copies / ml and 18 (14.0% ; 95% CI 8.1-19.9%) had a VL> 400 copies/ml. 87.0% (95% CI 
81.3-92.7%) of patients were on a stavudine (d4T) + lamivudine (3TC) + nevirapine (NVP) 
regimen (table.1).  
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Evolution of drug resistance mutation and treatment failure                                                                  
Before treatment initiation, 11/132 patients (8.3%; 95% CI 3.6-13.0) had primary resistance 
mutations to either nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) or non-nucleoside reverse 
transcriptase inhibitors (NNRTI). Among these 11 patients, 5 patients failed treatment at T3: 
sample from one patient with initial K103N could not be sequenced at failure, one other with 
initial T69N had no resistance mutation at failure, and the other 3 with initial V108I, V179E and 
D67N+K219E  respectively failed with the same mutations. Only one patient acquired additional 
mutations (V108I at baseline + M184V and K101E at failure). The others 6/11 patients were 
virologically suppressed at T3 despite the presence of mutations at list one TAM mutations:  
L210W, K219E and T215A.  Other 13 patients without mutation at baseline were failed at T3.  
Among these patients, samples from 4 patients could not be sequenced because of the poor 
sample quality. 4 had no mutation and others 5 were multi-resistant with NRTI an NNRTI 
mutation (table.2).  
 
Overall, 18/132 patients (14.0%; 95% CI 8.1-19.9%) failed at 9 months and resistance mutations 
to NRTI or NNRTI were identified in 8 (6.10%; 95% CI 2.0-10.2%): the 5 multi-resistant 
patients and the 3 patients who failed with their baseline mutation. M184V was the most 
commonly observed NRTI resistance mutations in 6/8 (75%) patients. For NNRTI, Y181C was 
observed in 3/8 (37%) patients followed by K103N observed in 2/8 (25%). No mutation TAM 
was selected by the treatment (table.2). 
 
Currently, several studies done with subtype B isolates have shown the importance of 
polymorphisms in the connection domain of the reverse transcriptase on drug sensitivity. It was 
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recently found that these mutations are associated to NRTI and NNRTI resistance
21-25
. Notably, 
it has been shown that the combination of Thymidine-Associated Mutations (TAM) or M184V 
with some mutations in the connection domain such as G333D/E, G335D, A371V and Q509L 
contributed significantly to dual AZT-lamivudine (3TC) resistance as well as other NRTI
22, 25
. 
We observed several connection domain mutations present at T0: G335D was present in 83.3% 
(95% CI 76.9-89.7%) and A371V in 53.8% (95% CI 45.3-62.3%). Among patients who failed, 6 
had mutations G335D or G335D+A371V in the connection domain at baseline. None of these 
patients had showed an association of these mutations with M184V or TAM at failure. 
Moreover, 3/6 patients failed with only M184V (table.2).  
 
No major PI mutations were observed. However, the polymorphisms 10I/V were observed in 
22/132 patients (16.7%; 95% CI 10.3-23.1%) at T0.  
 
In vitro susceptibility of CRF02_ AGL10I and CRF02_AGL10V  
First, the susceptibility of wild type CRF02_AG10L was compared to subtype B HXB210L against 
several protease inhibitors. No changes were observed for AMP and ATZ.  CRF02_AG10L IC50 
for DRV, LPV, and NFV were slightly increased compared to subtype B HXB210L with 1.2, 1.3 
and 1.5 fold change respectively, and slightly decreased for IDV 0.71 FC (table.3). Mutant 
viruses, CRF02_AGL10I and CRF02_AGL10V were constructed using site-directed mutagenesis, 
and IC50s to protease inhibitors were compared to wild type CRF02_AG10L. Very little 
difference was observed in overall IC50 of the mutant CRF02_AGL10I vs wild-type 
CRF02_AGwt_10L, except for a slight increase of IC50 for indinavir 0.0175µM±0.0092 versus 
0.0134µM±0.0035 (FC 1.3) and a slight decrease in IC50 for LPV of 0.0230 µM±0.0050 versus 
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0.0292µM±0.0030 (FC 0.78). Similar results were observed for mutant virus CRF02_AGL10V, 
with an increase in IC50 for IDV of 0.0156µM±0.0074 versus 0.0134µM±0.0035 compared to 
wild type CRF02AGwt_10L with 1.2 FC  and a decrease in IC50 for LPV of 0.0220 µM±0.0024  
(FC 0.75) (table.4). 
 
Replicative capacity 
There was no difference in replicative capacity between our reference strain HXB2 and wild-
type CRF02_AG10L. On the other hand, compared to wild type CRF02_AG10L, the two mutants 
CRF02_AGL10I, and CRF02_AGL10V showed a significant reduction in replicative capacity by 
10% (p<0.03) and 12% (p<0.02) respectively (figure.1). 
 
Discussion  
In our study, we observed 11 patients with resistance mutations before treatment initiation, and 5 
of these experienced treatment failure after 9 months of treatment. This highlights the impact of 
transmitted drug resistance on treatment outcomes. Of the other 6 patients with each one TAM 
mutation: L210W, T215A and K219E were not failure at T3 (CV < 400) (table.2). Recently, 
Germanaud et al. have made the same observation with other TAM mutations such as D67N and 
K70R in patients under treatment for 6 months
26
. This result could indicate that a single mutation 
TAM is not sufficient to lead a resistance in the non B subtype viruses. However, 3 of these 
patients had not fully suppressed their viral load (range 124-324 copies / ml) and one had a VL 
of 68 copies /ml. Thus, longer follow-up will tell whether this partial suppression is sustained, as 
these individuals are at risk for long-term treatment failure. This evaluation was done using 
population sequencing which underestimates minority variants. A recent study has shown that 
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variants present under the level of detection of population sequencing unfavorably impact 
treatment outcomes
27
.  
 
 Among our 13 patients without mutations at baseline, 4 patients failed without any drug 
resistance mutation at T3. This could reflect issues related to treatment adherence. In Mali as in 
many countries in West Africa, shortage of supplies including ARV medications often becomes 
an added burden to treatment adherence which is already complicated by social instability, fear 
of disclosure and tolerability issues.  However, the small number of failure indicates that these 
burdens can be overcome.  The others 5 have selected NRTI and NNRTI mutations. But, these 
mutations were compatible with the treatments used.   
 
At time T3, we observed 8 patients or 6.10% (95% CI 2.0-10.2%) with at least one resistance 
mutation to one class of ARVs used in this country.  This result is similar to a study conducted in 
Tanzania that showed a rate of drug resistance mutations of 3.9% after 1 year of treatment
28
. 
However, another study shows that in other West African countries, the prevalence of secondary 
resistance mutations is higher: with 14.2% in Ivory Coast after 1 year
29
 and 12.5% in Senegal
30
. 
These results show variability in the prevalence of resistance mutations in Africa
28
.  
 
Among these 8 patients, M184V (75.0%) selected by 3TC was the most frequent for NRTI.  
Y181C (37.5%) was the most common NNRTI mutation observed followed by K103N (25%). 
All these mutations were consistent with the regimens used in this country and with the pattern 
of drug resistance mutations observed at treatment failure in Africa.  For example, a study in 
Burkina Faso showed that M184V was present in patients failing therapy at a rate of 57.3%
31
, 
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64% in Tanzania
28
, up to 75% in Ivory Coast
29 
and 86 % in Uganda
32
. This is related to the 
presence of lamivudine in the first line regimens of most of these countries. In our study, Y181C 
was more prevalent than K103N (23.08% vs. 15.38%) unlike other studies in Africa where 
K103N was observed more frequently. For example, a study in Burkina Faso shows 44.4% and 
16%
31
, Tchad 47% and 35%
33
 and up to 95% and 2% in Ivory Coast
29
, for the K103N and 
Y181C respectively. This could be related to the use of NVP in most of our patients as opposed 
to efavirenz which may have been more broadly used in these studies. In addition, thymidine 
analogue mutations
 
(TAM) mutations were not selected in our study. This could be due to rapid 
selection of the M184V by lamivudine increasing the sensitivity of D4T, thereby delaying the 
emergence of TAMs
34. 
 
We observed polymorphisms or mutations in the connection domain in of our patients who failed 
treatment.  The presence of polymorphisms or mutations in the connection domain of the reverse 
transcriptase can affect treatment response in subtype B in combination with TAM or M184V
21-
25
. It has been clearly demonstrated that an association of the mutation A371V with certain 
TAM2 mutations (D67N, K70R) result in high-level resistance to AZT and low-level resistance 
to 3TC, ABC and TDF in subtype B isolates
21, 24
. In addition, several studies have shown that a 
combination of the G335D with M184V or TAM significantly contributes to AZT and 3TC dual 
resistance in subtype B
22, 25
. However, few studies have examined the impact of mutations in the 
connection domain mutations (G335D, A371V) on drug resistance in non-B subtype isolates. 
Moreover, a recent study has shown that mutations G335D and A371V alone do not cause 
resistance irrespective of subtypes, and act as simple polymorphisms in patients naive. But when 
these mutations are associated with M184V, they lead to high-level resistance to AZT
23
. In our 
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study, we observed that none of the 6 failing patients harbouring the G335D mutation at baseline 
had developed an association with M184V at failure. This observation speaks against an 
important clinical role of G335D in emergence of drug resistance in CRFAG_02 subtype. 
Moreover, 3 of these 6 patients failed at T3 with only M184V (table.2). One hypothesis would 
be that the presence of the G335D mutation prior to treatment initiation would prevent its 
association with M184V in non-B subtypes.                       
 
The L10I/V mutation has been associated to a loss of virologic response to most PI except 
darunavir in several studies involving subtype B isolates. First, Sevin et al. has shown in vitro 
that the mutation at position 10 increases 2.86-fold in IC50 of saquinavir
16
. A study of Para in 
2000 showed that the presence of a substitution or a combination of substitutions at codons 10, 
20, 48, 82, 84 or 90 was significantly associated with attenuated response to treatment with IDV 
and similarly at codons 10, 73, and 84 for SQV
14
. Marcelin et al. identified 12 positions in the 
protease gene including L10 involved in the reduction of the virological response to SQV in a 
study of 138 patients on protease inhibitors
13
. In another study, the same group showed that 
L10I/V was among 14 protease mutations involved in the reduction of the virological response to 
fosamprenavir
12
. L10V was also associated with reduced phenotypic susceptibility and virologic 
response to TPV
10
. Vora et al. study in 2006 et al identified 8 positions in the protease gene 
including L10I/V/F in the genotypic resistance to atazanavir in a study of 62 patients on protease 
inhibitor
15
. Furthermore, in 2007, study of Cesar et al of 191 patients treated with nelfinavir or 
lopinavir showed that the mutation L10I was strongly associated with treatment failure
35
.  
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In non-B subtype, L10I/V polymorphisms are very prevalent. However their role in drug 
resistance in non-B subtypes has not been well studied. In our study, 16.7% (95% CI 10.3-
23.1%) of our patients harboured these polymorphisms at baseline although they had never been 
exposed to PIs.  However PI-based second-line regimens are likely to be increasingly used in 
West Africa.  Therefore, it is important to have reliable data on the impact of these natural 
mutations on CRFAG_02 susceptibility to PIs. In this study, wild-type CRF02_AGwt_10L seems to 
exhibit slightly higher IC50 to DRV, LPV and NFV (1.2, 1.3 and 1.5 FC) respectively compared 
to subtype BHXB2_10L.  However these changes do not seem to be clinically significant as they are 
within the biological cut-offs defined by most algorithms. Of note, LPV FC was close to its 
biological cut-off (1.6). Our mutant virus  CRF02_AGL10I  show  a slight increase in IC50 against 
indinavir compared to wild type CRF02_AGwt_10L with a 1.3 FC fold change. Although this is a 
minor increase, it could contribute to decreased susceptibility if associated with other PI 
mutations. This was also true for CRF02_AGL10V, with 1.2 FC. Of note, our mutants displayed 
hypersensitivity to lopinavir (10I 0.78 and 10V 0.75). This observation would show that the 
mutation at position 10 may increase the sensitivity of lopinavir in CRF02_AG subtype. 
However, the clinical significance of this has yet to be determined.   
 
M36I has been shown to decrease CRF02_AG isolates susceptibility to SQV
36
. This mutation is 
a natural polymorphism occurring in 99-100% of non-B subtype
1, 37
 and was present in our strain 
CRF02_AG. However, we did not observe this decreased susceptibility to SQV which might 
suggests that other mutations in the protease may compensate this effect of M36I. 
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Resistance interpretation algorithms are mostly based on subtype B
38
. A 2010 study of Yebra et 
al comparing 354 naïve patients with 128 non-B and 226 B subtypes has shown that genotypic 
drug resistance interpretation algorithms devised for viruses belonging to subtype B, displayed 
high level of discordance when applied to non-B strains from HIV-1
39
. However, differential 
pathways of drug resistance have been described in non-B subtypes.  Therefore it is important to 
continue to characterize the impact of natural polymorphisms as they are the main reason for 
discordant interpretations amongst algorithms
40
.  
 
Finally, we assessed the replicative capacity of our different strains. Wild type CRF02_AGwt_10L 
and subtype BHXB2_10L was similar. On the other hand, both mutants CFR02_AGL10I, 
CRF02_AGL10V showed a significant reduction in replication capacity compared to wild type 
CRF02_AGwt_10L. This reduction is of small magnitude.  However it could explain why L10I/V 
is not as prevalent as M36I which is ubiquitous in non-B subtypes and has been shown to 
increase replication, mostly in G and A subtypes
41
.  
 
Conclusion 
 As with other cohort studies on antiretroviral treatment in this sub-region of West Africa such as 
Ivory Coast
29
, Senegal
30
 or Tchad
33
; we observed a good response to treatment. Pathways of 
resistance leading to treatment failure in our cohort seem to be similar to those observed with 
subtype B:  M184V, K103N and Y181C. The presence of a single TAM mutation such as 
L210W, T215A and K219E may not affect the first line treatment in CRF02_AG. Mutations in 
the connection domain are frequently observed in non-B subtype and did not seem to play a 
major role in treatment failure in our study. Whether the presence of the G335D mutation prior 
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to initiation of treatment would prevent the association of this mutation with the M184V 
mutation among non-B subtypes remains to be evaluated. L10I/V polymorphisms on their own 
have limited impact on in vitro susceptibility to protease inhibitors in CRF02_AG isolates. Their 
impact in association with other PI mutations is still unknown. 
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Tables and figures 
 
 
 
 
 
 
 
Table.1: Characteristics of study‟s patients at baseline (T0). 
 
 
 
Age, CD4 count and viral load (VL) are expressed in median (inter quartile ranges). Frequency of men versus 
women is expressed in percentage. Proportion of regimen is shown with confidence interval 95% (95% CI). 
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Table.2: Patients with drug resistance mutations at baseline (T0) and after 9 months of 
treatment (T3) 
 
 
 
 
Genotypes and mutations were determined with Virco‟s algorithm. ND: not determined. 
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Table.3:  IC50 (μM) and their fold change wild type CRF02_AGwt_L10 VS subtype 
BHXB2_10L. 
 
 
 
IC50 values represent the average of two experiments in duplicate. For each drugs, five different concentrations 
were used. Susceptibility of drugs has been determined by the fold change of IC50 (FC) and calculated as the IC50 
ratio CRF02_AGWT_10L/HXB2. The FC in parenthesis is the biological cut-off for each PI by Antivirogram-Virco. 
HXB2 is reference of subtype B virus. 
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Table.4: IC50 (μM) and their fold change mutants (CRF02_AGL10I and CRF02_AGL10V) 
VS wild type CRF02_AGwt_10L. 
 
 
 
IC50 values represent the average of two experiments in duplicate. For each drugs, five different concentrations 
were used. Susceptibility of drugs has been determined by the fold change of IC50 (FC) and calculated as the IC50 
ratio CRF02_AGL10I/CRF02_AGWT_10L and CRF02_AGL10V / CRF02_AGWT_10L. The FC in parenthesis is the 
biological cut-off for each PI by Antivirogram-Virco. The FC in parenthesis is the biological cut-off for each PI by 
Antivirogram-Virco. 
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Figure.1: Capacity replication based on the measure of P24 production 
 
 
 
 
 
 
 
p24 measured by ELISA on the supernatant of PBMCs after 7 days of culture. The Result is for 2 experiments at 
duplicate. PBMCs Were Infected With TCID50/ml 1000 per 10
6
 cells. CRF02_AGwt_10L is Wild type. 
CRF02_AGL10I and CRF02_AGL10V are mutants. HXB2 is the subtype B reference. % values are the p24 reduction 
between HXB2 and CRF02_AGwt_10L on the one hand, and CRF02_AGwt_10L and the 2 mutants CRF02_AGL10I and 
CRF02_AGL10V on the other hand. The student t-test (bilateral) was used to compare the average. p<0.05 was 
considered statistically significant. * indicated statistically significant p-value. 
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La thérapie antirétrovirale (ART) permet de traiter les patients infectés par le VIH et peut aussi 
contribuer à réduire la transmission de l‟infection. Par exemple, les études de prévention de la 
transmission mère-enfant montrent que les ARV peuvent avoir un effet sur la transmission du 
VIH
346. De plus en plus, ART est mis de l‟avant comme une partie importante d‟une approche 
combinée de prévention. Cependant, les toxicités et les effets secondaires à long terme des ARV 
posent le problème d‟adhésion aux traitements et ceci, couplé à un manque de suivi approprié, 
entraîne l'émergence des résistances aux médicaments
347. 
La transmission de ces virus résistants 
aux personnes nouvellement infectées met à l‟épreuve les possibilités thérapeutiques déjà 
limitées des pays en voie de développement.  
 
Dans les pays industrialisés, malgré une grande expérience d‟utilisation des ARV et des 
meilleures infrastructures sanitaires, la prévalence de la résistance primaire reste élevée variant 
entre 10 et 20%
348
.  
  
Les pays en développement ont tardé à trouver la thérapie antirétrovirale. Ceci était surtout lié à 
une absence de volonté politique, de budget et la peur de ne pas pouvoir soutenir les efforts à 
long terme. Mais, depuis 1997, les ARV sont présents dans ces pays et gratuitement dispensés 
aux patients en 2004 dans certains pays comme le Mali. L‟OMS recommande les thérapies de 
première ligne constituées d‟une combinaison de deux INTI et un INNTI avec une grande 
efficacité, une bonne tolérance, simple et de faible coût
349
. Les protocoles thérapeutiques au Mali 
comme dans les autres pays en développement sont basés sur cette recommandation. La première 
ligne de traitement recommandée est une combinaison de d4T/3TC/NVP actuellement prescrit 
gratuitement pour la majorité des patients. Le schéma alternatif de première ligne est constitué 
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d‟AZT/3TC/EFV ou encore ATZ/3TC/NVP. La deuxième ligne thérapeutique recommandée est 
la combinaison ABC/ddI/IDV et alternativement TDF et LPV ou IDV renforcés par le Ritonavir 
(IDV/rt). Cependant, les dernières recommandations suggèrent TDF en première ligne. Les 
régimes contenant les IP renforcés rapportent moins de mutations de résistance à cause de leur 
barrière génétique élevée.  
 
La gratuité des ARV a permis une utilisation étendue et a suscité beaucoup d‟espoirs pour les 
personnes infectées par le VIH dans les pays à ressources limitées. Cependant,  l‟émergence et la 
transmission de virus résistants pourraient compromettre l‟efficacité des traitements 
spécifiquement dans les pays où les options thérapeutiques sont limitées
350
. De façon générale, 
les données préliminaires suggèrent que la résistance peut survenir dans les pays où les 
traitements antirétroviraux sont largement utilisés
351
. L'Afrique ne fait pas exception à la règle. 
Une des priorités dans ce cas, est d‟évaluer l‟effet de cette utilisation étendue sur la résistance 
aux traitements. 
 
La première étape de ce travail a été d‟évaluer la prévalence de la résistance primaire et les 
mutations associées chez 101 patients, en provenance du Mali, naïfs de tout traitement 
antirétroviral.  
 
Nous  avons observé que 71% de nos patients étaient infectés par la forme recombinante 
CRF02_AG. Ce résultat confirme celui d‟une étude antérieure effectuée au Mali en 2008 qui 
montre une prévalence de 72% pour ces formes recombinantes. Cependant, d‟autres études 
effectuées dans ce pays montrent une prévalence des CRF02_AG de 88% en 2002 et 75% en 
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2005
300, 301
. Ces résultats comparativement à notre 71% montrent une diminution dans le temps 
de la fréquence de cette forme recombinante. Cela pourrait être dû à l‟émergence de nouvelles 
formes recombinantes telles que  CRF13_CPX et A2/CRF16-A2D qui n‟étaient pas encore 
décrites au Mali avant notre étude. Ces nouvelles formes recombinantes pourraient refléter la 
diversification de l‟épidémie de VIH-1 dans ce pays et cela en raison de la migration en 
provenance des pays voisins et des événements de recombinaison au sein de la population locale.  
 
Juste après l‟introduction des ARV, les premières estimations au Cameroun entre 2001-2004352, 
en Afrique du sud entre 2002 et 2004
353
 et au Mali en 2005
300
 ont montré une prévalence de 
résistance primaire inférieure à 5%. Ensuite, les études effectuées dans plusieurs autres pays ont 
confirmé cette faible prévalence. Par exemple, une étude au Congo en 2006 a montré une 
prévalence de 4,3%
354
. La même année un résultat similaire a été observé en Tanzanie
355
. En 
Ndjamena (Tchad), dans le cadre de leurs programmes de surveillance de la transmission la 
résistance, une étude sur les échantillons recueillis entre 2006-2007 a montré une prévalence 
également <5%
356
. Récemment, une prévalence <5% a été observée au Botswana
357
.   
 
Cependant, dans notre étude, nous avons observé une prévalence de la résistance primaire de 
9,9% (95% IC : 6,9-12,9). D‟autres études effectuées précédemment au Mali dans les conditions 
similaires ont montré une prévalence de 0% en 2002 (n=35)
 
et 2% (95% IC : 0-4,77) en 2005 
(n=98)
300
. Ces résultats pris ensemble montrent une recrudescence de la résistance primaire au 
Mali. Cette progression pourrait refléter l'utilisation croissante des ARV dans ce pays. 
Cependant, l‟augmentation de la prévalence de la résistance primaire n‟est pas  spécifique au 
Mali. D‟autres pays d‟Afrique affichent une tendance similaire. A commencer par les pays 
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limitrophes, le Burkina Faso montre un taux de 12,5%
299
 et la Côte d'Ivoire 6%
305
.
 
 Cela pourrait 
être dû à des liens migratoires entre ces pays. Toutefois, plusieurs autres pays d‟Afrique ont 
largement franchi la moyenne de 5,5% observée dans les pays en développement et le seuil des 
5% fixé par l‟OMS dans le cadre de la surveillance de la résistance297. Par exemple, une récente 
étude avec 408 patients nouvellement infectés a rapporté une prévalence de 7% en Afrique du 
Sud
307
. Une autre étude récente en Kampala en Ouganda chez 77 patients nouvellement infectés 
a montré une prévalence de 8,6%
303
. Au Cameroun, une étude auprès de 102 patients naïfs  a 
montré une prévalence de 7,8%
298
. Par ailleurs, ces données nous montrent que la prévalence de 
la résistance est plus faible dans les pays en développement comparativement aux pays 
industrialisés où la prévalence est estimée entre 10 et 20%
348
. Toutefois, il ne faut pas perdre de 
vue que les pays en développement ne sont qu‟au début de l‟utilisation des ARV. Rappelons que 
les ARV ont été introduits en Afrique vers les années 2000, alors que les thérapies ont 
commencé dans les pays industrialisés en 1987. Cependant, avec peu d‟expérience d‟utilisation 
des ARV, ces résultats soulèvent des inquiétudes considérables.   
 
L‟analyse des mutations de résistance chez nos patients naïfs a montré que 5 patients avaient des 
mutations de résistance aux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI). Les 
mutations observées chez ces patients étaient la  M41L, D67N, M184V, T215A/Y et K219E. Ces 
mutations sont constituées en majorité de « Thimidine Associated Mutation » ou TAM à 
l‟exception de la M184V qui confère la résistance à la lamivudine, FTC et une moindre mesure à 
l‟ABC. Les mutations TAM entrainent la résistance à tous les analogues de la thymidine et dans 
une moindre mesure aux autres INTIs. La présence de ces mutations chez les patients naïfs 
compromet fortement les traitements de première ligne et une rapide sollicitation de ceux de 
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deuxième ligne. Ceci pourrait avoir des conséquences graves sur les stratégies thérapeutiques 
dans ces pays où les options sont beaucoup limitées.  
 
Les mutations aux INNTIs suivantes: K103N, V108I, V179E et Y181C ont été observeés chez 6 
de nos patients. Ces mutations confèrent la résistance croisée à la plupart des INNTIs et 
pourraient à terme compromettre l‟utilisation des INNTIs de deuxième génération. Par ailleurs, 
nous avons observé qu‟un patient hébergeait trois mutations INTIs (M41L, M184V et T215Y) en 
plus d‟une mutation INNTI, la K103N. Il s‟agit là d‟un premier cas rapporté de transmission de 
virus multi-résistant au Mali.   
  
Les profils de mutations observées dans cette étude étaient compatibles avec l‟utilisation 
généralisée de la triomune comme première ligne de traitement au Mali. La triomune est une 
combinaison d‟ARV composée de la stavudine, la lamivudine et  la nevirapine. Dans ce trio, la 
stavudine sélectionne les mutations TAM, la lamivudine la M184V et la nevirapine peut 
sélectionner l‟ensemble des mutations INNTIs observées. Ces observations indiquent que  le 
traitement des patients avec une résistance primaire sera compromis dès le départ, menant 
potentiellement à la transmission ultérieure de virus résistants aux ARV. Par ailleurs, elles 
peuvent aussi signifier que certains régimes de deuxième ligne seront moins efficaces qu‟on ne le 
pensait. Ainsi, l‟utilisation de schéma thérapeutique compromis peut ne pas entrainer les 
avantages attendus de prévention, c'est-à-dire diminuer la transmission du VIH. Rappelons que 
nous avons observé l‟apparition de nouvelles formes recombinantes au Mali. Cette diversité 
croissante pourrait conduire à l'émergence de nouvelles voies de résistance, ce qui pourrait 
influer sur le traitement de première ligne dans l'avenir. D‟ailleurs, plusieurs études suggèrent 
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que les isolats de sous-types non-B, comparés au sous type B, montrent une tendance différente 
de mutations de résistance
341, 358
. Par exemple, nous avons déjà montré dans notre laboratoire que 
le sous-type K choisit de préférence la voie (TAM2): D67N, K70R, K219Q et T215F en 
présence des INTI
335
. Toutefois, peu de données existent sur le sous-type CRF02_AG. 
 
Dans la deuxième partie de ce travail, ces questions ont été abordées dans une étude de cohorte 
de 132 patients, débutant une thérapie de première ligne, infectée majoritairement avec le sous-
type CRF02_AG.  Dans cette étude, nous avons observé que 11/132 (8.3%) avait déjà des 
mutations de résistance avant l‟initiation du traitement, dont 5 étaient en échec après traitement 
(Article2: tableau.2). Cela met en évidence l‟impact de la transmission de la résistance sur les 
thérapies antirétrovirales. Les 6 autres patients, avec chacun une des mutations TAM suivantes: 
L210W, K219E et T251A n‟étaient pas en échec après  traitement, malgré la présence de D4T 
dans le régime. Cette observation pourrait indiquer que la présence d‟une seule mutation TAM 
au départ n‟affecterait pas les traitements de premières lignes chez le CRF02_AG. Récemment, 
une autre étude au Mali a fait la même remarque, avec d‟autres mutations TAM (D67N et K70R) 
chez les patients sous traitement pendant 6 mois
359
. Ces résultats pourraient être intéressants, car 
permettraient d‟élargir les options thérapeutiques, avec utilisation possible d‟autres analogues de 
thymidine dans les deuxièmes lignes chez les patients infectés par ce sous type. Toutefois, 
certains de nos patients n‟avaient pas entièrement supprimé leur charge virale (124-324 
copies/ml). Ainsi, seul un suivi à long terme pourra nous dire si cette suppression partielle est 
soutenue, car ces patients sont à risque d‟échec à moyen terme. Dans notre étude, nous avons 
utilisé le séquençage conventionnel qui sous-estime les populations minoritaires de virus. Une 
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étude récente a montré que ces variantes minoritaires présentes sous le seuil de détection du 
séquençage conventionnel ont un impact défavorable sur les traitements ARV
314
.  
 
Par ailleurs, 13 patients étaient en échec après traitement sans aucune mutation au T0.  Parmi ces 
patients, les virus de 4 n‟ont pas pu être séquencés, à cause d‟une mauvaise qualité des 
échantillons. 4 autres patients n‟avaient aucune mutation après traitement. Ceci pourrait refléter 
les questions liées à l‟observance du traitement. Au Mali, comme dans de nombreux pays 
d‟Afrique de l‟Ouest, la pénurie de fourniture des médicaments y compris les ARV, devient 
souvent un fardeau supplémentaire pour l‟observance du traitement qui est déjà compliquée par 
l‟instabilité sociale, la peur de divulgation de statut SIDA et des problèmes de tolérance aux 
traitements. Cependant, le faible nombre d‟échecs indique que ces problèmes peuvent être 
surmontés. Les 5 patients restants ont sélectionné des mutations de résistance aux INTI et INNTI 
compatibles avec les régimes utilisés. 
 
Globalement, nous avons observé que 8 patients avaient au moins une mutation de résistance à 
une des classes de médicament INTI et INNTI utilisées au Mali, après 9 mois de traitement, soit 
une prévalence de résistance secondaire de 6,10% (95% CI : 2.0-10.2%). Il est cependant 
difficile de comparer les études sur la résistance secondaire, en raison de différences dans les 
temps de suivi des patients et l‟interprétation des résultats comme le choix des  dénominateurs 
pour les calculs de prévalences. Toutefois, ce résultat est encourageant pour le Mali comparé à 
celui observé en Cote d‟ivoire, soit 14,2% (95% IC : 11,7-16,9) après un an de traitement308. 
Notre résultat est comparable au  12,5% (95% IC : 8-18,5) du Sénégal
360
 et au 3,9% observé en 
Tanzanie après une année de traitement
361
. Des efforts peuvent être encore fournis pour réduire 
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ce taux, en améliorant l‟observance et avec une bonne surveillance de la résistance. L‟ensemble 
de ces résultats montre la variabilité de la prévalence de la résistance secondaire en Afrique.  
 
Cependant, la réponse au traitement reste relativement bonne dans ce pays. Seulement, 14% de 
nos patients était en échec, soit une efficacité de 86%. Ce résultat est comparable à ceux d‟autres 
études effectuées en Afrique. Par exemple, une étude au Botswana avec 630 patients a montré 
une bonne réponse virologique (CV<400) chez 91,3, 90,1 et 98% des patients respectivement 
après 1, 3 et 5 ans de traitement ARV
362
. Une autre étude très récente au Burkina auprès de 51 
enfants, en traitement pendant 1 an, a montré une efficacité de traitement de 81% (CV<300)
363
.  
En Afrique du Sud, une étude auprès de 675 patients, dont 66 enfants sous ARV pendant 12 
mois, a montré une efficacité de traitement (CV<400) de 83% chez les adultes et 71% chez les 
enfants
364
. Notre résultat est aussi comparable au taux moyen d‟efficacité (CV<400) de 82% (54-
97), établi lors d‟une étude récente de méta-analyse sur la résistance secondaire en Afrique365. 
Globalement, ces résultats sont impressionnants compte tenu des difficultés liées aux traitements 
ARV en Afrique, car ces valeurs sont comparables à celles observées dans les pays développés 
estimées autour de 75-89%
366, 367. Toutefois, l‟absence de bons outils de monitoring, comme la 
mesure de la charge virale, entrave le dépistage précoce des échecs aux traitements. Ceci entraine 
l‟accumulation de mutations de résistance et risque de compromettre les régimes de deuxième 
ligne thérapeutique. Il est connu que le maintien d‟un traitement ARV, malgré l‟échec, contribue 
efficacement à l‟accumulation de mutations de résistance368, 369. Par exemple, l‟étude de 
Napravnik el al avec une cohorte de 1605 patients a montré que 60% avait une nouvelle mutation 
en un temps médian de 9,3 mois avec un taux de 1,6 mutation par année
369
. Une autre étude très 
récente auprès de 837 patients a confirmé ce taux en montrant que 54,5% des patients montraient 
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une accumulation de mutations de résistance en raison de 1,6 mutation par année
368
. Par ailleurs, 
dans une méta-analyse de Gupta en 2009 avec une cohorte de 8376 patients, la fréquence de 
mutations de résistance était significativement élevée chez les patients sans monitoring régulier, 
avec 88,3% contre 61% avec un monitoring fréquent (p<0,001)
370
. 
 
Malheureusement, par faute de moyens, le monitoring fréquent est rarement utilisé dans les pays 
en développement. Le Mali n‟échappe pas à cette dure réalité.  La plupart de nos patients en 
échec après seulement 9 mois de traitement avaient déjà deux mutations de résistance aux INTI 
et INNTI. Ceci montre qu‟en absence de monitoring, le risque d‟accumulation de mutation est 
bien présent. La mutation aux INTI fréquemment observée chez nos patients était la M184V 
(75,0%). La mutation Y181C (37,5%) était la plus fréquemment observée pour les INNTIs suivi 
de K103N (25,0%). Les mêmes voies de mutation ont été observées dans d‟autres études de la 
sous-région. Par exemple, une étude au Burkina Faso a montré que la mutation M184V était 
observée chez 57,3% des patients en échec
333
. Une fréquence de 64% a été observée en 
Tanzanie
361
 et jusqu'à 75% et 86% respectivement dans les études en Cote d‟ivoire308 et 
Ouganda
371
. Cette grande fréquence de la mutation M184V est liée à la présence du 3TC dans les 
régimes de première ligne de la plupart des pays en développement. Dans notre étude, nous 
avons observé une plus grande proportion de la mutation Y181C plutôt que K103N, 
contrairement à d‟autres études en Afrique où la mutation K103N était majoritairement observée. 
Par exemple, une étude au Burkina a montré 44% de K103N contre 16% d‟Y181C333, Au Tchad, 
cette proportion était de 47% contre 35%
372
 et jusqu'à 95% contre 2% en cote d‟ivoire308 
respectivement pour K103N et Y181C. Ces observations pourraient être liées à l‟utilisation de la 
nevirapine chez nos patients, contrairement à l‟efavirenz dans les autres études. En outre, les 
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mutations TAM n‟ont pas été sélectionnées chez nos patients. Cela pourrait être dû à une 
sélection rapide de la M184V par 3TC qui augmente la sensibilité de D4T, retardant ainsi 
l‟apparition des TAM373.  
 
Nous n‟avons pas trouvé de mutations majeures aux inhibiteurs de protéase (IP) dans nos deux 
études. Ce constat pourrait être dû à l‟utilisation limitée de ces molécules dans la première ligne 
thérapeutique au Mali. Toutefois, plusieurs polymorphismes ont été observés dans notre étude 
notamment dans le gène de la protéase, particulièrement L10I/V et L33F et au niveau du 
domaine de connexion de la transcriptase inverse tels que G335D et A371V. Ces 
polymorphismes ont été étudiés chez le sous-type B et leur rôle dans la résistance aux traitements 
est bien établi.  
 
L10I/V a été associée à la perte de la réponse virologique à la plupart des IP, sauf le darunavir 
dans plusieurs études portant sur les sous-types B. Une étude de Para et al en 2000 a montré que 
la présence d‟une substitution ou d‟une combinaison de substitution au niveau des codons 10,20, 
48, 82, 84 ou 90 était significativement associée a une réponse attendue au traitement par l‟IDV 
et de même au niveau des codons 10, 73 et 84 pour le SQV
374
. Marcelin et al ont identifié 12 
positions sur le gène de la protéase y compris L10 comme étant impliquées dans la réduction de 
la réponse virologique au SQV dans une étude chez 138 patients sous IP
375
. Dans une autre 
étude, le même groupe a montré que la L10I/V était parmi 14 mutations de la protéase 
impliquées dans la réduction de la réponse virologique au fosamprenavir
376
. La mutation L10I/V 
a été également associée à une diminution de la sensibilité au tipranavir
369. L‟étude de Vora et al 
en 2006 auprès de 62 patients a identifié 8 positions dans le gène de la protéase y compris L10 
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impliquées dans la résistance génotypique à l‟atazanavir377. Par ailleurs, en 2007, l‟étude de 
César avec 191 patients traités avec le nelfinavir ou le lopinavir a montré que la mutation L10I 
était fortement associée à l‟échec thérapeutique378.  
 
La mutation L10I/V est très fréquente chez les sous-types non B. Cependant, son rôle dans la 
résistance chez ce sous-type n‟a pas été bien étudié. Dans notre étude de résistance primaire, 
nous l‟avons observée chez 18,8% de nos patients n‟ayant jamais été exposés aux IP. Toutefois, 
les IP sont susceptibles d‟être utilisés dans les régimes de deuxième ligne en Afrique de l‟Ouest. 
Par conséquent, il était donc important de disposer de données fiables sur l‟impact de ces 
mutations sur la sensibilité des CRF02_AG majoritairement présents dans cette région.  Raison 
pour laquelle, nous avons étudié particulièrement cette mutation par mutagenèse dirigée dans la 
dernière partie de ce travail.  
 
Dans cette étude les mutants CRF02_AGL10I, CRF02_AGL10V et type sauvage 
CRF02_AGLwt_L10 ont été sensibles à tous les IP testés. Comparativement à la souche de 
référence du sous-type B HXB2, DRV, LPV et NFV semblent présenter une légère augmentation 
de l‟IC50 chez le type sauvage CRF02_AGwt_L10 avec respectivement un «fold change» (FC) de 
1,2, 1,3 et 1.5. Toutefois, ces changements semblent ne pas être cliniquement significatifs, car ils 
sont sous les seuils biologiques définis par la plupart des algorithmes. Un constat important à 
noter est que le FC du lopinavir était proche de sa limite biologique de 1,6. Par ailleurs, notre 
virus mutant CRF02_AGL10I a montré une légère augmentation d‟IC50 pour l‟IDV (FC=1,3) 
comparativement au type sauvage CRF02_AGwt_L10. Même si ce changement de FC est faible, la 
mutation L10I pourrait contribuer à une diminution de la sensibilité une fois associée à d‟autres 
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mutations de protéase. Le même constat a été fait pour le mutant CRF02_AGL10V avec un FC de 
1,2. Par ailleurs, nos deux mutants ont montré une hypersensibilité au lopinavir avec 
respectivement un FC de 0,78 et 0,75 pour CRF02_AGL10I et CRF02_AGL10V.  La signification 
clinique de ces valeurs n‟est pas déterminée. En outre, il a été montré que la mutation M36I 
entraine une diminution de la sensibilité du SQV chez le CRF02_AG
139, 379
. Cette mutation est 
un polymorphisme naturel survenant dans 99-100% des sous type non B
380
 et était présente chez 
tous nos virus. Cependant, nous n‟avons pas observé cette diminution de la sensibilité du SQV. 
Ceci pourrait suggérer que d‟autres mutations dans la protéase ont pu compenser cet effet.    
 
En ce qui concerne la mutation L33F, elle a été observée chez un patient. Cette mutation a été 
également rapportée dans l‟étude de Derache et al effectuée au Mali301. Cette mutation est 
associée à une résistance de bas niveau à la plupart des IP. La mutation L33F n‟épargne même 
pas le darunavir
381 
et donne la résistance au lopinavir
382
, au nelfinavir
383  et à l‟atazanavir383, 384. 
Par contre, l‟impact de cette mutation reste à élucider chez le sous-type non-B. En raison d‟une 
faible utilisation des IP au Mali, elle est plus susceptible d‟être un simple polymorphisme. 
 
En outre, nous avons également observé des polymorphismes dans le domaine de C-terminal de 
la transcriptase inverse (Acides aminés 293-560) ou domaine de connexion. Les mutations 
observées étaient la G335D (76%), A371V (63%), G399D (11%) et G333D (1%). Dans des 
études récentes, ces polymorphismes ont été particulièrement incriminés comme étant impliqués 
dans la résistance aux INTIs et INNTIs. Brehm et al ont montré que la mutation A371V en 
association avec les TAM conduit à une augmentation significative de la résistance à la 
zidovudine (AZT) et une résistance croisée à la lamivudine (3TC) et à l‟abacavir (ABC), mais 
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pas à la stavudine (d4T) ou la didanosine (ddI)
 385
. Il a été aussi montré que la mutation G335D 
en association avec les mutations TAM provoque une forte résistance à l‟AZT386. Très 
récemment, il a été confirmé que la mutation en position 335 est fortement associée à la 
résistance à l'AZT
240
. Récemment, il a été montré que les mutations G333D, A371V et G335D 
facilitent une double résistance à l'AZT et 3TC en association avec les TAM ou la mutation 
M184V
242. Cependant, peu d‟études ont examiné l‟impact des mutations dans le domaine de 
connexion sur la résistance chez le sous-type non-B. Une étude récente a montré que les 
mutations G335D et A371V ne suffisent pas pour provoquer une résistance indépendamment des 
sous-types, mais en association avec M184V, elles conduisent à un haut niveau de résistance à 
l‟AZT241. Dans notre étude de résistance secondaire, un constat majeur a été qu‟aucun de nos 
patients en échec et qui avait les mutations G335D et A371V avant l‟initiation du traitement n‟a 
développé une association avec M184V. Une hypothèse serait que la présence de ces mutations 
avant l‟initiation du traitement permettrait d‟éviter son association avec la mutation M184V chez 
les sous-types non-B. Ainsi, toutes ces études soulèvent l‟intérêt d‟investiguer plus encore ces 
mutations chez les sous-types non-B d‟une part et posent la question d‟inclure ces mutations 
dans les tests de résistance génotypiques et phénotypes dans le but d‟une détermination plus 
précise de la résistance au moins pour l‟AZT.  
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4. Conclusion 
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Nous retenons de notre étude que la résistance primaire est en augmentation au Mali. Ce constat 
répond positivement à une partie de notre hypothèse. Comparativement à d‟autres études 
effectuées au Mali, nos résultats indiquent clairement que la résistance primaire est en 
augmentation dans ce pays. Ceci est très probablement dû à une large utilisation des ARV. Cette 
augmentation est inquiétante dans un contexte d‟option limitée pour la première ligne 
thérapeutique à plus forte raison la deuxième ligne. Il est donc impératif de surveiller 
régulièrement le développement de la résistance dans ce pays ainsi que d‟autres pays à 
ressources limitées afin de fournir des informations indispensables à l‟amélioration de nos 
stratégies de traitements. Cependant, comme avec d‟autres cohortes sur les traitements dans la 
sous-région d‟Afrique de l‟Ouest, nous avons observé une bonne réponse aux traitements. Les 
voies de la résistance conduisant à l‟échec aux traitements dans notre cohorte semblent être 
similaires à celles observées chez le sous-type B : M184V, K103N et Y181C. Les mutations au 
domaine de connexion ont été fréquemment observées dans notre étude. Par contre, elles 
semblent ne pas jouer un rôle majeur dans l‟échec aux traitements. Toutefois, la présence de la 
mutation G335D avant l‟initiation du traitement permettrait d‟éviter l‟association avec le M184V 
chez le sous-type non-B. La mutation 10I/V semble avoir un impact limité sur la sensibilité des 
IP in vitro chez le CRF02_AG. Par ailleurs, l‟impact de cette mutation en association avec 
d‟autres mutations de la protéase reste encore inconnu chez le sous-type non-B.     
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